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Kurzreferat
Die Biochemie ist ein vergleichsweise junger Zweig der Chemie, obwohl sie schon
seit Jahrtausenden vom Menschen im ta¨glichen Gebrauch eingesetzt wird. Mo¨chte
man die Werkzeuge der Biochemie auf aktuelle chemische Fragestellungen anwen-
den wird die Dominanz der biologischen Sichtweise auf diesem Gebiet deutlich.
In dieser Arbeit wurden biochemische Projekte mit Verbesserungspotential durch
organisch chemische Herangehensweise optimiert.Werden bei einer Synthese die
sekunda¨ren Parameter, z.B. die Nachhaltigkeit oder Reaktionssicherheit, auf Kos-
ten der prima¨ren Parameter wie Ausbeute oder Reaktionsdauer verbessert oder
leidet die generelle Eﬀektivita¨t einer Reaktion, besteht Handlungsbedarf. Da die
biochemische Rifamycin S-Synthese durch die Verwendung eines aufwendigen Oxi-
dationsmittels, der Meerrettichoxidase, zwar nachhaltig aber nicht mehr eﬃzient
von statten ging, wurden Alternativen dazu aufgezeigt und optimiert. Die vor-
gestellte Oxidation von Rifamycin B zu Rifamycin O und dessen direkte Hydro-
lyse bu¨ßte nichts an Eﬀektivita¨t gegenu¨ber dem bestehenden Prozesses ein und
gewann dennoch ein hohes Maß an Nachhaltigkeit dazu. In einem weiteren Pro-
jekt wurde die biochemische Reduktion aktivierter C=C-Doppelbindungen vom
organisch-chemischen Standpunkt aus betrachtet. Fu¨r diese Reaktion, basierend
auf der Reduktion des Enzym-Flavins durch NADH-Cofaktoren, wurden NADH-
analoge Cofaktoren synthetisiert. Die von Hammett beschriebenen Substituenten-
Eﬀekte konnten hierbei fu¨r das elektrochemische Potential der synthetischen Co-
faktoren gezeigt werden. Daru¨ber hinaus konnte ein Cofaktor entwickelt werden
mit dem die enzymatische Reduktion zehn Mal schneller als mit dem natu¨rlichen
Cofaktor mo¨glich war. Eine weitere Anwendung fand diese Sichtweise bei der Be-
trachtung enzymatisch katalysierter Carbenreaktionen. Fu¨r die NH-Insertion konn-
te das Substratspektrum deutlich erweitert, sowie ga¨nzlich neue Stoﬀklassen zur
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Reaktion gebracht werden. Dabei wurde ein Set neuer E.coli -eigener Proteine, die
zur Katalyse von Carbenreaktionen geeignet sind, entdeckt. Die wohl bedeutends-
te Entdeckung dieser Arbeit ist die Protein-unterstu¨tze Carbonyl-Oleﬁnierung mit
Carbenen. Die Durchfu¨hrbarkeit dieser Reaktion mit E.coli Proteinen ko¨nnte die
Grundlage zu einer biologischen und nachhaltigen Anwendung der Wittig-artigen
Carbonyl Oleﬁnierung sein.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine chemisch inspirierte
Biologie ebenso interessant ist wie der umgekehrte ha¨uﬁger angewandte Fall. Fu¨r
das Feld der synthetischen Biologie ist dies ein wichtiger Fingerzeig fu¨r zuku¨nftige
Optimierungsansa¨tze.
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Abstract
The biochemistry is a comparatively young area in chemistry although it has been
used by mankind since centuries. When the tools of biochemistry are applied to
current chemical questions the dominant biological view becomes apparent. In this
work three case studies of chemical optimisation of biochemical reactions have been
made. If a synthesis is made ecologically sustainable but therefore lacks eﬃciency
due to low yield and selectivity, actions have to been taken.
An example is the biochemical production of rifamycin S from rifamycin B. The
enzymatic reaction was performed with the enzyme horseradish peroxidase to sub-
stitute the non-sustainable industrial reaction with hydrochloric acid in chlorina-
ted solvents. This enzymatic reaction, however, is economically and therefore also
ecologically ineﬃcient and therefore not competitive with the current industrial
process. Cheaper and readily available oxidation reagents than enzymes have been
tested in a process thereby avoiding chlorinated solvents. Within this work I was
able to show the oxidation of rifamycin B with ammonia persulfate to rifamycin O
and the subsequent hydrolysis to rifamycin S in methanol without the loss of eﬃ-
ciency relative to the currently employed industrial process. In another case study
the enzymatic reduction of activated C=C double bonds have been investigated
from a chemists point of view. This reaction is based on the reduction of a pros-
thetic ﬂavin in the active site of the ene-reductase enzyme via the nicotinamide
cofactor NADH. The reaction optimisation was realised by the synthesis of sever-
al synthetic nicotinamide cofactors to vary the electrochemical potential of these
derivatives. It was demonstrated that the substituent eﬀects described by Ham-
mett correlated to the electrochemical potential of the synthetic cofactors. With
this strategy a novel cofactor with a tenfold accelerated reaction speed relative to
NADH was identiﬁed. A third application of the chemical approach was shown
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for enzyme catalysed carbene reactions. The carbene insertion into NH bonds was
limited to aromatic amines using the haem containing enzyme P450. By employ-
ing haem-containing proteins from E.coli the substrate scope was broadened for
aliphatic NH-insertions as well as O-H-insertions. The probably most signiﬁcant
discovery in this work is the protein supported carbonyl oleﬁnation with carbenes.
The feasibility of this reaction with E.coli proteins could be the foundation for a
biological and sustainable application of the wittig-type carbonyl oleﬁnation.
Within the scope of this work it was shown that a chemically inspired biology is
an useful approach for the optimisation of processes in for the industrial and lab
scale as well as the development of new reactions. For the ﬁeld of synthetic biology
the consideration from this chemical angle could be an important point for future
optimisations.
4
1 EINLEITUNG
1 Einleitung
Die Katalyse chemischer Reaktionen ist eines der spannendsten und faszinierends-
ten Gebiete der Chemie. Sie hat sowohl Einﬂuss auf die Grundlagenforschung sowie
auf die angewandte und großtechnische Synthese. Die Natur hat in den Jahrmil-
lionen molekularer Evolution beeindruckende Katalysatoren hervorgebracht: die
Enzyme. Da hinter jedem katalytischen Prozess ein getrennt zu betrachtender Me-
chanismus steht sind die Aktivita¨ten, Produktivita¨ten und Speziﬁta¨ten der En-
zyme so unterschiedlich wie ihre Aufgaben und Herku¨nfte.1,2 Als ein Beispiel fu¨r
ein kinetisch perfektes Enzym sei hier die Acetylcholinesterase angefu¨hrt, deren
geschwindigkeitsbestimmender Schritt die Diﬀusion der Substrate bzw. Produk-
te in die Aktive Tasche und wieder heraus ist. Sie kann bis zu 25000 Moleku¨le
pro Sekunden umsetzen und ist daher von evolutiona¨ren Gesichtspunkten gesehen
nicht mehr zu verbessern3–5 Dennoch schaﬀen es Enzyme nur langsam in Labo-
ren und industriellen Reaktoren ga¨ngige Katalysatoren zu verdra¨ngen, da es eine
Reihe von Nachteilen gibt die dem organischen Synthetiker die Arbeit mit ihnen
zuna¨chst verwehren. Zum einen sind sie bedingt durch ihre Herkunft sehr gut
wasserlo¨slich, aber in der Regel in organischen Lo¨sungsmitteln nicht stabil und
darin inaktiv.5,6 Zum anderen haben sie oft eine sehr kleine Toleranz betreﬀend
abweichender Substrate,7 Temperaturen8 und pH-Werte9 weshalb sie als generell
empﬁndlich einzustufen sind. Es gibt eine Vielzahl an erfolgreichen Beispielen die
einzelne oder mehrere solcher Nachteile nivelliert haben aber das Verbesserungs-
potential ist immer noch immens.10–13
Um solchen Herausforderungen zu begegnen und Enzyme fu¨r die großtechnische
Synthese nutzbar zu machen gibt es eine Reihe von Herangehensweisen zur Opti-
mierung von Biokatalysatoren.
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1.1 Ansatzpunkte fu¨r Optimierungen in der Biokatalyse
1.1 Ansatzpunkte fu¨r Optimierungen in der Biokatalyse
In dem U¨bersichts-Artikel
”
Industrial biocatalysis today and tomorrow“, der 2001
vero¨ﬀentlicht wurde, beschreiben die Autoren Herausforderungen der Biokataly-
se und Mo¨glichkeiten diese anzugehen.14 In einem System in dem Edukte mittels
Biokatalysator und weiteren Reagenzien, wie z.B. Cofaktoren, zu den Produkten
umgesetzt werden gibt es in verschiedenen Stadien des Prozesses Optionen zur
Optimierung. Die einzelnen Punkte, in der beschriebenen Publikation the bioca-
talytic cycle genannt, sind in Abbildung 1 mit blauer Hinterlegung dargestellt.
Beginnend bei der Katalysator Auswahl kann u¨ber die Charakterisierung und an-
schließende Modiﬁzierung derselben erheblicher Einﬂuss auf die Produktspeziﬁta¨t,
Selektivita¨t und die Eﬀektivita¨t genommen werden. Ga¨ngige Methoden sind hier-
bei die Vera¨nderung der Proteinstruktur gefolgt von einem Screening Ansatz aber
auch Reaktions-, Wirts- und Prozessoptimierungen werden oftmals eingesetzt. Die-
se Methoden werden auch auf der Suche nach neuen Reaktionen eingesetzt.15,16
Beﬁndet sich der Prozess schon im Stadium der Anwendung kann eine Optimierung
der Rahmenbedingungen wie Proteinimmobilisierung oder die Verwendung mehre-
rer Phasen zu einer weiteren Steigerung der Produktivita¨t fu¨hren.17 Die zirkula¨re
Darstellung verdeutlicht die repetitive Natur dieser Optimierungen, da in einem
sehr guten Prozess ein neu gefundenes Protein die Ergebnisse noch u¨bertreﬀen
kann. In diesem Fall kann der Zyklus vom ersten Punkt wiederholt werden. Inter-
essanterweise betrachten die beschriebenen Ansa¨tze den vorliegenden Prozess als
”
biologisch“, sodass die verwendeten Methoden ebenfalls aus der Sicht eines Biolo-
gen gewa¨hlt werden. Wird ein Prozess stattdessen mit einer organisch-chemischen
Herangehensweise betrachtet entstehen neue Freiheitsgrade. Aus der Sicht eines
organischen Synthesechemikers ist ein Enzym zuerst ein sehr aufwendiger Kata-
lysator der in Vergleich mit anderen Katalysatoren gesetzt werden muss; allein
6
1 EINLEITUNG
Abbildung 1: Ansatzpunkte fu¨r Optimierungen in der Biokatalyse. Modiﬁzierte Versi-
on des the biocatalytiv cycle aus
”
Industrial biocatalysis today and tomorrow“.14 Die
bekannten Punkte sind in blau hinterlegt. Der neue, chemische Ansatz wurde gru¨n
hinterlegt hinzugefu¨gt.
die Verwendung eines Enzyms macht einen Prozess nicht nachhaltig. Wenn z.B.
viel Energie fu¨r die Enzymproduktion aufgewendet werden muss und die Ausbeu-
te an Produkt gering ist kann es, auch von einem o¨kologischen Standpunkt aus,
sinnvoll sein auf eﬃzientere Metallkomplexe zuru¨ckzugreifen. Ein weiterer Ansatz-
punkt vom Standpunkt eines Chemikers ist neben der Optimierung des Enzyms
die Optimierung der, teilweise in sto¨chiometrischen Mengen, verwendeten organi-
schen Reagenzien. Die chemische Modiﬁkation der sogenannten Cofaktoren birgt
ein großes Potential, das bisher nur wenig ausgescho¨pft wurde. Die gro¨ßte Her-
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1.2 Charakterisierung des Begriﬀes
”
organische“ Herangehensweise
ausforderung der Biokatalyse ist sicherlich die Entdeckung neuer Reaktivita¨ten.
Wa¨hrend vom biologischen Standpunkt aus, die Enzyme modiﬁziert werden, bis
sie die gewu¨nschte Reaktion katalysieren, kann der Chemiker bei der Betrachtung
von Reaktionsmechanismen Ansatzpunkte fu¨r neue Reaktionen mit schon existie-
renden Enzymen ﬁnden. Dadurch wird auch hier das Portfolio der zur Verfu¨gung
stehenden Methoden vergro¨ßert. Dass diese Herangehensweise sowohl auf schon
etablierte, industriell angewandte Prozesse, auf Prozesse im Labormaßstab ebenso
wie auf ga¨nzlich neue Reaktionen anwendbar ist, wird in der vorliegenden Arbeit
an drei ausgewa¨hlten Fallbeispielen aus den angefu¨hrten Stadien biochemischer
Prozesse gezeigt.
1.2 Charakterisierung des Begriﬀes
”
organische“ Herange-
hensweise
Der Name organische Chemie entstand historisch aus dem damaligen Versta¨ndnis,
dass organische Substanzen ausschließlich aus Tieren und Pﬂanzen, anorganische
Stoﬀe dagegen aus Mineralien gewonnen werden ko¨nnten.18 Nach der Entdeckung
von Wo¨hler 1828, dass Ammoniumcyanat, eine typisch anorganische Verbindung,
im Labor zu
”
organischem“Harnstoﬀ umgesetzt werden kann sind die Grenzen
ﬂießend. Geblieben ist der Name und die unterschiedlichen Blickwinkel und Prin-
zipien der Organik bzw. Anorganik, die exemplarisch in den folgenden Abschnitten
aufgezeigt werden.
1.2.1 Die Synthese
In der organischen Chemie hat die Synthese einen enorm hohen Stellenwert. Die
Charakterisierung der erhaltenen Substanzen dient ha¨uﬁg allein der strukturel-
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len Identiﬁkation und der Bestimmung der Reinheit. Dieser Umstand la¨sst sich
folgendermaßen erkla¨ren: die meisten synthetisierten Verbindungen sind entweder
• Zwischenstufen auf dem Weg zu weiteren komplexeren Moleku¨len.
• Substrate fu¨r die eigentlich zu untersuchende Reaktion oder Katalyse.
• Targets deren Relevanz von anderen Gebieten der Chemie untersucht werden.
Daraus folgt, dass der Erfolg einer Synthese ein Maßstab guter organischer Chemie
ist und zahlenma¨ßig gemessen werden muss. Als bedeutendste Parameter werden
u¨blicherweise die Ausbeute, die erhaltene Reinheit und die Anzahl der beno¨tigten
Reaktionsschritte angesehen und wenn mo¨glich der Enantiomerenu¨berschuss (ee,
englisch: enantiomeric excess). Des Weiteren, jedoch nicht mit der selben Priorita¨t,
wird Wert auf Energieeﬃzienz, Laborsicherheit und Nachhaltigkeit gelegt. Diese
Gro¨ßen lassen durch ihre Quantiﬁzierung einen Vergleich zwischen unterschiedli-
chen Synthesen des gleichen Produktes zu, sind aber aufgrund ihrer subjektiven
Wertigkeit nur qualitativ Anwendbar.
1.2.2 Der Reaktionsmechanismus - Variation der Substituenten
Der Verlauf organischer Reaktionen u¨ber Zwischenprodukte oder -stufen la¨sst sich
modellhaft in Reaktionsmechanismen ausdru¨cken. Das Versta¨ndnis letzterer ist
oft beschwerlich und Gegenstand von Diskussionen. Eine Mo¨glichkeit Reaktions-
verla¨ufe zu analysieren ist die Variaton der angelegten Parameter. Die Wahl des
Lo¨sungsmittels, der Temperatur oder Substitution von Resten an den eingesetzten
Moleku¨len fu¨hren ha¨uﬁg zu unterschiedlichen Reaktionswegen respektive Produk-
ten. Die daraus resultierenden Erkenntnisse ko¨nnen daraufhin genutzt werden die
Reaktion anzupassen oder weiter zu optimieren. Sehr interessante Schlussfolgerun-
gen auf dem Feld des Einﬂusses aromatischer Substituenten auf die Reaktivita¨t
9
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”
organische“ Herangehensweise
konnten Hammet et al. ziehen. Sie bestimmten experimentell fu¨r verschieden Sub-
stituenten einen Faktor σ und stellten diesen Faktor in einem Diagramm gegen
den Logarithmus der Gleichgewichtskonstanten graphisch dar.19Im idealen Fall,
also einer Reaktion die nur von den elektronischen Eﬀekten der Substituenten
beeinﬂusst wird, erha¨lt man einen lineare Zusammenhang nach den Gleichungen:
log(Krel) = pσ (1)
und
(Krel) = (Kx/KH) (2)
wobei Kx die Gleichgewichtskonstante der Reaktion mit Substituent ”
x“ , KH
die Gleichgewichtskonstante der Reaktion mit Substituent
”
H“ und p der Pro-
portionalita¨tsfaktor des Reaktionssystems ist. Wie in jedem empirischen System
ko¨nnen auch hier Abweichungen auftreten, die dann zur Aufkla¨rung des Reakti-
onsverlaufs genutzt werden ko¨nnen.20 Dass es mo¨glich ist σ auch mit Potentialen
in Relation zu setzen zeigten erstmals Davis et al.21 Sie verwendeten substituier-
te Tetraphenyl-Porphyrine und erhielten auch hier einen linearen Zusammenhang
zwischen E1/2, dem Redoxpotential des Porphyrins und σ. Da wie schon in der
Einleitung angefu¨hrt das Redoxpotential eines Cofaktors Einﬂuss auf die Reakti-
on nehmen kann bleibt nun die Frage ob sich ein linearer Zusammenhang sowohl
fu¨r die Paare σ ↔ Potential als auch fu¨r Potential ↔ Aktivita¨t nachweisen la¨sst.
1.2.3 Katalyse - Variation der Substrate
Wie zuvor angefu¨hrt verlaufen die Reaktionen der organischen Chemie oft anhand
einer Reaktionskoordinate nachvollziehbaren Abfolge von Zwischenprodukten. Bei
bimolekularen Reaktionen besteht in manchen Fa¨llen der erste Schritt in der Ak-
tivierung des einen Reagenz zu einer reaktiven Zwischenstufe, die dann mit einem
10
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zweiten Reagenz, dem Substrat, umgesetzt werden kann. Geht der Faktor, der
zur Aktivierung gebraucht wird, unvera¨ndert aus der Reaktion hervor spricht man
von Katalyse. Durch Variationen der Substrate ko¨nnen wieder Ru¨ckschlu¨sse auf
die Reaktion und deren Mechanismus in Erfahrung gebracht werden. Im Gegensatz
zu den unter 1.2.2 behandelten Variationen gehen diese daru¨ber hinaus. Wie unter
4.3 beschrieben sind z.B. durch Eisenporphyrin aktivierte Carbene in der Lage
sowohl mit Nucleophilen wie Anilin und Phenol als auch mit Doppelbindungen
wie im Styrol zu reagieren. In diesem Beispiel wa¨re EDA das erste Reagenz, das
von Eisenporphyrin - dem Katalysator - aktiviert wird und dann mit einer Palette
an Substraten zur Reaktion gebracht wird. Die Tatsache, dass die Zwischenstufe
mit so verschiedenen Substrate zur Reaktion gebracht werden kann fu¨hrte zu einer
postulierten Spezies, die allen experimentellen Daten entspricht und chemisch Sinn
ergibt: Fe=AcOEt (siehe Abbildung 2).
N-
N N
N-
HO O
Fe2+ = (porph)Fe2+
N2
O
O
(porph)Fe2+
O
O
(porph)Fe2+
O
O
Nu
O
O
O
O
Nu
H H
a)
b)
Abbildung 2: Eisen-Porphyrin katalysierte Carben Reaktion mit a) Anilin und b) Sty-
rol.
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Somit kann man als weiteres Charakteristikum der organischen Chemie die
Ru¨ckschlu¨sse auf Reaktionsmechanismen anhand der stattﬁndenden Folgereaktio-
nen sehen. Weiterhin ist aber auch der umgekehrte Fall, die gezielte Neuentdeckung
von Reaktionen anhand der identiﬁzierten Zwischenstufe charakteristisch.
1.3 Rifamycine
Rifamycin S ist ein zentrales Zwischenprodukt bei der Produktion von Ansamyci-
nen,22 Antibiotika die heute weltweit im Kampf gegen Tuberkulose,23 Lepra24 und
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) Erreger25 eingesetzt werden.
Edukt fu¨r die Synthese hochwirksamer Rifamycine, wie Rifampicin, Rifabutin und
Rifapentin,26 ist Rifamycin B, das aus Amycolatopsis rifamycinica in großen Ti-
tern (19 g l−1) erhalten werden kann.27 Die Rifamycine wurden Ende der fu¨nfziger
Jahre des vergangenen Jahrhunderts von Sensi et al. entdeckt.28 Interessanterweise
wurde die Aktivita¨t zuerst fa¨lschlicherweise Rifamycin B zugeschrieben, das aber
durch Metabolisierung im Ko¨rper zuerst zu Rifamycin O oxidiert und dann zu dem
eigentlich aktiven Rifamycin S hydrolisiert wird. Betrachtet man die großtechni-
sche Synthese gleicht sie der im Ko¨rper auftretenden Reaktion. Der erste Schritt
ist die Oxidation zu Rifamycin O, durch die Verwendung von Natriumnitrit unter
niedrigen pH-Bedingungen (pH ∼ 3-4).29 Der erhaltene Feststoﬀ wird anschließend
in einem Gemisch aus Methanol und einem chlorierten Lo¨sungsmittel (bevorzugt
Chloroform) gelo¨st und unter sehr sauren Bedingungen (pH < 1) hydrolisiert (sie-
he Abbildung 3).30 Nachteile dieser Synthese sind die schlechte Ausbeute von ca.
70 % bedingt durch die harschen Bedingungen der Synthese und die Verwendung
chlorierter Lo¨sungsmittel, die die Nachhaltigkeit dieses Prozesses deutlich in Fra-
ge stellen. Der im Jahr 2013 von Sanoﬁ vero¨ﬀentlichte
”
Solvent Selection Guide“,
also eine Richtlinie fu¨r die Wahl eines geeigneten Lo¨sungsmittels, empﬁehlt alle
12
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Abbildung 3: Reaktionsschema der großtechnischen Rifamycin S Synthese
chlorierten Lo¨sungsmittel zu ersetzen.31 Neben dem Pra¨dikat
”
Ersatz empfohlen“
(Dichlormethan) wird teilweise sogar die Einstufung
”
verbannt“ (Chloroform) be-
nutzt. Unter diesem Gesichtspunkt ist der Bedarf nach alternativen Reaktions-
wegen unter Verwendung nachhaltiger Lo¨sungsmittel klar ersichtlich. Han et al.32
vero¨ﬀentlichten 1982 eine Methode Rifamycin B durch Mangandioxid (MnO2) zu
oxidieren und machten die Beobachtung, dass die Hydrolyse spontan im sauren
wa¨ssrigen Milieu abla¨uft. Das vorgestellte Experiment zeigte, dass 17 mM Rifa-
mycin B in einer Mischung von Methanol mit 5 % konzentrierter HCl und der
Verwendung von 10 fachem U¨berschuss an MnO2 mit einer Ausbeute von 91 % zu
Rifamycin S umgesetzt werden kann. Trotz der guten Ausbeute wurde die Methode
nicht industriell eingesetzt, wohl wegen der großen Menge an beno¨tigtem MnO2.
Um die Reaktion umweltfreundlicher zu gestalten wurde der Einsatz von Enzymen
untersucht. Banerjee et al. fanden ein oxidierendes Enzym, die Rifamycinoxidase,
die aus Curvularia lunata erhalten werden kann.33,34 Mit diesem Enzym gelang es
die direkte Umsetzung von Rifamycin B zu Rifamycin S zu beobachten. Das Reak-
tionsoptimum wurde bei pH 6,5 und 50 °C festgestellt. Die Entdecker versuchten
daraufhin die Stabilita¨t durch Immobilisierung zu erho¨hen,35 allerdings waren die
eingesetzten Mengen an Substrat eher gering und es kam auch hier nie zu einem
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industriellen Einsatz. In meiner Diplomarbeit36 konnte ich zeigen, dass auch die
Meerrettichperoxidase zur Katalyse dieser Reaktion in der Lage ist. Die Frage ob
die Meerrettichperoxidase ausschließlich die Oxidation oder zusa¨tzlich auch die
Hydrolyse katalysiert, konnte durch geschickte Reaktionsfu¨hrung gekla¨rt werden
(siehe Schema 1): Im Fall der sukzessiven Reaktion, erst die Oxidation, dann die
Rifamycin B
(löslich)
organische Phase (Ethylacetat)
wässrige Phase (KPi Puffer)
b) "ein Schritt"
a)
NH
RIII
RI
RII
O
OH
HO
O
NH
RIII
RI
RII
O
O
NH
RIII
RI
RII
O
O
Rifamycin S
(löslich)
Rifamycin S
(unlöslich)
a) "nur" Oxidation
b)
Rifamycin O
(löslich)
Rifamycin O
(unlöslich)
NH
RIII
RI
RII
O
O O
O
NH
RIII
RI
RII
O
O O
O
wässrige
Hydrolyse
Schema 1: Reaktionsschema der Peroxidasen-katalysierten Rifamycin S Synthese a)
Rifamycin O als Hauptprodukt bei sukzessivem Reaktionsverlauf, b) Rifamycin S als
Hauptprodukt bei direktem Reaktionsverlauf.
Hydrolyse (a)), wa¨re Rifamycin O das Hauptprodukt, da nach dem U¨bergang in
die organische Phase keine wa¨ssrige Hydrolyse mehr stattﬁnden kann. Bei direk-
ter, enzymkatalysierter Tandemreaktion (b)), mu¨sste in hohem Maße Rifamycin
S entstehen, das in Ethylacetat (EA) gut lo¨slich ist. Daher wa¨re das Hauptpro-
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dukt der Reaktion Rifamycin S. Tatsa¨chlich konnte mit einem Verha¨ltnis von 85
% Rifamycin O zu 15 % Rifamycin S der sukzessive Reaktionsweg nachgewiesen
werden. Die erhaltenen 15 % Rifamycin S zeigen daru¨ber hinaus, dass die Hydro-
lyse auch in wa¨ssrigem Milieu bei pH > 7 mo¨glich ist. Neben dem Reduzieren des
Enzyms auf ein simples Oxidationsmittel war das Bemerkenswerte an dem Ex-
periment die Beobachtung, dass Rifamycin O im alkalischen hydrolysiert werden
konnte. Trotz des von Christi et al. postulierten Reaktionsmechanismus,34 der ei-
ne basenkatalysierte Hydrolyse von Rifamycin O denkbar macht, wurde bisher die
Hydrolyse nur im sauren Milieu beschrieben,35,37 wie es auch die klassische orga-
nische Chemie vorsieht. In Schema 2 wird der sa¨urekatalysierte Mechanismus der
Acetalspaltung (a)) dem der fu¨r den Spezialfall Rifamycin O postulierten basenka-
talysierten Mechanismus (b)) gegenu¨bergestellt: Nach separater Optimierung der
NH
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O O
O
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Schema 2: Zwei mo¨gliche Reaktionsmechanismen der Hydrolyse von Rifamycin O a)
sa¨urekatalysiert, b) basenkatalysiert
Oxidation und der Hydrolyse stellte ich in meiner Arbeit eine peroxidasenkataly-
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sierte Eintopfsynthese von Rifamycin S aus Rifamycin B vor. Im Hinblick auf die
Komplexita¨t und damit einhergehende Arbeit, die in einem Enzym steckt, blieb die
Frage nach einem alternativen, gu¨nstigen aber dennoch eﬀektiven Oxidationsmit-
tel oﬀen. Die Verwendung eines Eintopf-Reaktionssystems ist vorteilhaft, scheint
aber Limitierungen bezu¨glich der Konzentrationen aufzuerlegen da Rifamycin O
bei den verwendeten Konzentrationen unlo¨slich ist. Dadurch wird es nicht quanti-
tativ zu Rifamycin S hydrolisiert. Diese Punkte sollen in der vorliegenden Arbeit
aus chemischer Sicht betrachtet werden.
1.4 Synthetische Nicotinamid-Cofaktoren
Enzyme, die Reaktionen katalysieren wa¨hrend derer sich die Oxidationszahl eines
oder mehrerer Atome innerhalb eines Moleku¨ls a¨ndert, werden Oxidoredukta-
sen genannt.38 Von ein paar Ausnahmen wie z.B. Peroxygenasen39 abgesehen
beno¨tigen Enzyme dieser Familie zusa¨tzliche Moleku¨le, um ihre Aufgabe zu
erfu¨llen: Die sogenannten Cofaktoren.40 Diese ko¨nnen dazu dienen, Hydride
(z.B. Nicotinamidadenindinukleotid (NAD(P)H),41 Flavine42), Elektronen (z.B.
FeS-Cluster43) oder Energie (z.B. Adenosintriphosphat (ATP)44) aufzunehmen
bzw. abzugeben, komplexere Moleku¨le zu u¨bertragen (z.B. Cobalamin,45 S-
Adenosylmethionin (SAM)46) oder reaktive Spezies zu bilden, die die Reaktion
erst mo¨glich machen (z. B. Ha¨m47). Die Deﬁnition des Begriﬀes
”
Cofaktor“ la¨sst
sich noch weiter unterteilen: Es kann zwischen einer prosthetischer Gruppe, einem
Moleku¨l das an das Enzym gebunden ist und dem Coenzym, ein organisches Mo-
leku¨l das nach der Reaktion das Enzym vera¨ndert wieder verla¨sst, unterschieden
werden. Im Folgenden wird der Begriﬀ Cofaktor synonym zu Coenzym verwendet.
Ein sehr anschauliches Beispiel fu¨r das Zusammenwirken verschiedener Cofaktoren
in einem Enzym ist die P450 Monooxygenase aus Bacillus megaterium (BM3).48
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NADPH ist hierbei der inintiale Elektronen/Hydridlieferant und reduziert
ein Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), das wiederum ein Flavinmononukleotid
(FMN) reduziert. Letzteres gibt die zwei erhaltenen Elektronen sukzessive an ein
in einem Porphyrinsystem gebundenes Eisenatom (Fe(porph)) ab, das nach Was-
serabspaltung zur reaktiven Eisen(IV)-Oxo-Spezies ((porph)Fe(IV)=O) wird.49
Triebkraft fu¨r solche Elektronenkaskaden sind unterschiedliche Potentiale der
einzelnen Cofaktoren, die in Kombination idealerweise zu einem Potentialgefa¨lle
fu¨hren (siehe Abbildung 4).50 Potentialunterschiede ko¨nnen einerseits durch
-400
-300
-200
-100
0
E [mV]
FMNox
FADox
NAD(P)H
FMNox
FADox
CPR BM3
Abbildung 4: Flavin-Potentiale der Enzyme CPR und BM3 gegen die Normalwasser-
stoﬀelektrode.
unterschiedliche chemische Strukturen erreicht werden wie im Fall NADH/FMN51
oder aber durch unterschiedliche Umgebungen im Enzym FMN/FAD.52 In jedem
Fall ermo¨glicht die Manipulation des elektrochemischen Potentials einen direkten
Eingriﬀ in die Chemie des Enzyms. Massey et al. konnten durch Herabsetzen
des Flavin-Potentials, durch Substitution einer Methyl- durch eine Cyanogruppe,
von -200 auf -50 mV das Redoxverhalten von Old Yellow Enzyme 1 (OYE1)
invertieren. Somit wurde aus einer Reduktase, die NADPH verwendet um z.B.
Zimtaldehyd zu Dihydrozimtaldehyd zu reduzieren, eine Desaturase, die die um-
gekehrte Reaktion unter Verwendung von Luftsauerstoﬀ als Oxidationsequivalent
17
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katalysiert.53 Bei der Betrachtung der Cofaktoren NADH und NADPH la¨sst sich
feststellen, dass sich das Potiential gleicht, wobei jedoch im Fall von NADPH eine
weitere Phosphatgruppe vorhanden ist, die an zusa¨tzliche Koordinationsstellen
im Enzym binden kann. Krebs et al. konnten anhand der unterschiedlichen
physiologischen Konzentrationen an NAD+ und NADP+ zeigen, dass beiden
Cofaktoren unterschiedliche Rollen in den natu¨rlichen Redoxprozessen zugewiesen
sind.54 Nach Nerst55 muss das Verha¨ltnis von NAD+ zu NADH sehr groß sein,
um ein hohes Oxidationspotential zu schaﬀen wa¨hrend ein sehr kleines Verha¨ltnis
von NADP+ zu NADPH ein hohes Reduktionspotential erzeugt. Das ermo¨glicht
biologischen Systemen mit dem gleichen Prinzip der Hydridu¨bertragung durch
Schaﬀung des jeweils passenden Milieus die gewu¨nschte Reaktion zu erhalten.
Dies zeigt daru¨ber hinaus auch wie eﬃzient Enzyme Substrate, denn als solches
ko¨nnen auch die Cofaktoren gesehen werden, erkennen und nutzen ko¨nnen.
Betrachtet man die Enzymklasse der Oxidoreduktasen, kann man generell
zwischen zwei Mechanismen unterscheiden: Die direkte und die Flavin-vermittelte
Hydridu¨bertragung. Wa¨hrend die direkte Hydridu¨bertragung vor allem bei
Reaktionen mit einer C-O (C=O)-Bindung verwendet wird, z.B. bei Alkohol
Dehydrogenasen (ADH) und sowohl bei Oxidationen als auch bei Reduktionen
Anwendung ﬁndet ist die Flavin-vermittelte Reaktion auf Reduktionen und
C=C Bindungen beschra¨nkt, z.B. bei En-Reduktasen (ERED).56 Vergleicht
man den Mechanismus einer ERED wie OYE 1 mit dem Mechanismus einer
ADH wie der aus Pferdeleber, dann fa¨llt auf, dass beiden Mechanismen eine
unterschiedliche Aktivierung zu Grunde liegt: Bei der ERED wird die Aktivierung
durch Wasserstoﬀbru¨ckenbindung zu protoniert vorliegenden basischen Resten,
wie z.B. Histidin, innerhalb der aktiven Tasche hervorgerufen.57,58 Im Gegensatz
dazu ﬁndet die Aktivierung bei den ADHs in der Regel durch ein Metallkation,
das an den Sauerstoﬀ der zu aktivierenden Carbonylfunktion bindet, statt.
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Besonderheiten lassen sich auch hier ﬁnden; so konnten Olson et al. an einer
ADH aus Pferdeleber zeigen, dass der Cofaktor (NAD+) durch Interaktion mit
den Resten His51 und Ser48, zusa¨tzlich zum Metallkation, direkten Einﬂuss auf
die Aktivierung des Substrates nehmen kann (siehe Abbildung 5).59 Wa¨hrend fu¨r
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Abbildung 5: Cofaktorunterstu¨tzter Mechanismus der H-Abstraktion.
viele Aspekte der ezymatischen Katalyse, z.B. Stereoselektivita¨t, Abschirmung der
reaktiven Spezies vor dem Reaktionsmedium oder Positionierung des Substrates,
das Proteingeru¨st eine entscheidende Rolle spielt, zeigten van der Plas et al.,
dass es generell mo¨glich ist auf das Enzymgeru¨st zu verzichten. Ihnen gelang es,
durch eine geschickte Cofaktor-Manipulation, Zn2+ so zu koordinieren, dass zwei
neue Koordinationsstellen fu¨r das Substrat vorhanden waren. Dadurch wurde
das Substrat in ra¨umliche Na¨he zum zu u¨bertragenden Hydrid gebracht und
ein (stereoselektiver) Angriﬀ auf die prochirale Carbonylfunktion gelang (siehe
Abbildung 6).60 Wie aus diesen Beispielen hervorgeht, ist die gleichzeitige und
exakte Bindung des Substrates und des Cofaktors und die daraus hervorgehende
Positionierung der Reaktionspartner essentiell fu¨r die erfolgreiche Katalyse. Im
starken Gegensatz dazu steht der Mechanismus der Flavinenzyme: Es handelt
sich hierbei um eine sukzessive Bindung und Reaktion zweier Substrate an der
gleichen Bindungsstelle. Veranschaulicht wird diese Reaktionsfolge in Abbildung 7.
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Abbildung 6: Cofaktorunterstu¨tzter Mechanismus der C=O Reduktion.
Abbildung 7: Ablauf eines ping-pong bi-bi Mechanismus, mit E = Enzym, X = Cofak-
tor, y = H− und Z = Substrat
Dieser Ablauf wird
”
ping-pong bi-bi“ Mechanismus genannt und basiert darauf,
dass zuerst der Cofaktor das Flavin reduziert und danach selbst als oxidiertes
Produkt die aktive Tasche wieder verla¨sst, um Platz zu schaﬀen fu¨r das eigentli-
che Substrat. Dieses wird wiederum reduziert bevor es das Enzym verla¨sst.61 Der
im Vergleich zu den ADHs mit kinetischen Gleichungen wesentlich schwerer zu
beschreibende Mechanismus weist hingegen vom pra¨parativen Standpunkt einige
Vorteile auf: Zum einen kann das schon eingangs erwa¨hnte Potential des Flavins
vera¨ndert werden und zum anderen zeigten Scrutton et al., dass der Hydridtrans-
fer mittels quantenmechanischer Tunnelung von statten geht62 womit die genaue
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Bindung des Cofaktors nicht mehr entscheidend ist. Daru¨ber hinaus gibt es in-
teressante Arbeiten die zeigten, dass Methylviologen, das durch eine Elektrode
recycelt werden kann, benutzt werden kann, um den Cofaktor komplett zu er-
setzen (siehe Schema 3).63 Einen anderen Ansatz verfolgen Hollmann et al.: Sie
N N
MV2+
N N
MV+
FMNred
FMNox
PETNR
CHO
CHO
E
le
kt
ro
de
Schema 3: Methylviologen (MV) mediierte Reduktion von 2-Methylpentenal
behielten von der komplexen Struktur von NADH die katalytisch aktive Einheit,
das Nicotinamid und variierten die Reste am Stickstoﬀ und an der Carbonylfunk-
tion.64 Die Untersuchung der Einﬂu¨sse auf das Reduktionssystem fu¨hrten zwar zu
keiner Verbesserung der Kenngro¨ßen der Reaktion allerdings konnten sie zeigen,
dass die Herstellungskosten der synthetischen Cofaktoren deutlich unter denen von
NADH liegen und daher technische Relevanz zeigen. Zu betonen ist hierbei, dass
die substituierten Reste am Heteroaromaten ausschließlich sterischer Natur waren.
Hier zeigt sich eine Mo¨glichkeit eine biochemische Reaktion mit Hilfe chemischer
Denkweise zu verbessern. In Analogie zu einer Sa¨ure-Base-Reaktion, die umso bes-
ser Abla¨uft je mehr sich pKa und pKb unterscheiden,
65 kann man in diesem Fall
annehmen, dass die Reaktion umso besser abla¨uft je gro¨ßer die Potentialdiﬀerenz
der Reaktionsartner ist. Da die Potentialerniedrigung des Flavins, wie Massey zei-
gen konnte,66 dazu fu¨hrte, dass eine Reduktase zu einer Oxidase wurde sollte es
nicht vera¨ndert werden. Hingegen ko¨nnte die Erho¨hung des Potentials des syntheti-
schen Cofaktors einen positiven Einﬂuss auf die Eﬀektivita¨t des Systems haben. Zu
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untersuchen wa¨ren hierbei von der Gro¨ße a¨hnliche aber vom Oxidationspotential
sehr unterschiedliche Nicotinamid Cofaktoren (siehe Schema 4). Die verwendeten
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Schema 4: Denkbare Cofaktoren von gleicher Gro¨ße und unterschiedlichem Oxidations-
potential
Abku¨rzungen erkla¨ren sich wie folgt: Sie sind in Anlehnung an NADH gewa¨hlt
worden. Die Abku¨rzung NADH steht fu¨r NicotinAmidDinucleotid — und in der
reduzierten Form – Hydrid. Da die Nicotinamid Einheit beibehalten aber das Di-
nucleotid ausgetauscht wurde wurde die Abku¨rzung NAXH gewa¨hlt, wobei das X
fu¨r den Anfangsbuchstaben des jeweiligen Substrates steht wie aus der folgenden
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Liste zu entnehmen ist:
• NAAH 1 — Anilin
• NACMH 4 — 3-Chlor,4-Methoxyanilin
• NABH 5 — Benzylamin
• NAMH 6 — 4-Methoxyanilin
• NAPH 7 — 4-AminoPhenol
• NANH 8 — N,N-Diemthyl,4-Aminoanilin
1.5 Enzym-katalysierte Carbenreaktionen
1.5.1 Porphyrin
Das Porphyrin-Ringsystem besteht aus vier Pyrrol-Ringen, verknu¨pft u¨ber vier
Methingruppen (siehe Abbildung 8). Es ist in der Natur weit verbreitet und erfu¨llt
viele wichtge Aufgaben unter anderem Photonenernte im Chlorophyll,67 Sauer-
stoﬀtransport im Blut,68 Entgiftung durch katalytische Sauerstoﬀaktivierung in
Enzymen der Cytochrom P450-Familie69 und Methyltransport im Cobalamin.49,70
Diese Vielseitigkeit ergibt sich aus der Kombination der Porphyrin-Systems mit
unterschiedlichen Metallen wie Mg, Fe, Co sowie unterschiedlichen Resten am
Ringsystem. Schon fru¨h entdeckten Chemiker das inherente katalytische Potential
dieses Moleku¨ls. 1935 stellten Rothemund et al. eine ﬂexible Synthese aus Pyr-
rol und verschiedenen Benzaldehyden vor, die Porphyrinderivate leicht zuga¨nglich
machte.71 Inzwischen ist das System sehr gut untersucht und viele Metallkomple-
xe72–74 und chemische Katalysen75–77 sind bekannt.
Unter der Vielzahl der Porphyrinkomplexe haben die Eisenkomplexe eine beson-
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Abbildung 8: Vergleich des in dieser Arbeit verwendeten Ha¨min-Chlorids mit dem
physiologisch auftretenden Ha¨m b.
dere Rolle. Sie stellen die Stoﬀgruppe der Ha¨me und sind zum einen die Porphy-
ringruppe, die physiologisch die gro¨ßte Rolle spielt78 und zum anderen synthetisch
interessant, da ihre vielseitige Reaktivita¨t zusa¨tzlich durch einen axialen Ligan-
den steuerbar ist.79 Dies kommt insbesondere in Proteinen zum Einsatz, wenn
unterschiedliche Aminosa¨urereste als axialer Ligand dienen ko¨nnen und dadurch
die Reaktivita¨t stark beeinﬂusst wird.80 Als Beispiel seien hier zwei in der Natur
vorkommende, Ha¨m enthaltende Proteine na¨mlich das Ha¨moglobin und Enzyme
der P450 Familie angefu¨hrt. Histidin ist der axiale Ligand im Ha¨moglobin und
vera¨ndert den elektronischen Zustand im Eisen dahingehend, dass O2 abha¨ngig
vom pH-Wert und dem Partialdruck gebunden respektive entlassen werden kann.
In den P450 Enzymen dient Cystein als elektronenschiebender Ligand, was unter
Verwendung von zwei weiteren Elektronen zur Sauerstoﬀaktivierung bei gleichzei-
tiger Wasserabspaltung und resultierender katalytischer Aktivita¨t fu¨hrt.81
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1.5.2 Diazoverbindungen
In der organischen Synthese werden nach dem Baustein Prinzip einzelne vorge-
fertigte Moleku¨le u¨ber funktionelle Gruppen zusammengefu¨gt. Funktionelle Grup-
pen, die eine hohe Vielseitigkeit haben, also viele Kombinationsmo¨glichkeiten bie-
ten, sind von besonderem Interesse. Die Diazo-Funktion (C=N=N) za¨hlt zu dieser
Gruppe. Ye und McKervey zeigen in ihrem fast 800 Publikationen fassenden Re-
view von 1994 die immense Anwendungsbreite von Diazoverbindungen, bei einer
zusa¨tzlich hohen Toleranz anderer funktionellen Gruppen.82 Die wichtigsten Re-
aktivita¨ten lassen sich in acht Gruppen unterteilen (siehe Abbildung 9).
1. α,α-Substitutions Reaktionen
2. CH-Insertion
3. Cyclopropanierung
4. Reaktionen mit Aromaten
5. Ylid Bildung und anschließende Reaktion
6. Wolﬀ-Umlagerung
7. β-Hydrid Eliminierung
8. Reaktion mit Aldehyden und Ketonen
Die Reaktionen sind allgemein in Abbildung 9 beginnend links oben, im Uhrzei-
gersinn dargestellt.
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Abbildung 9: Die acht wichtigsten Reaktivita¨ten von Diazoverbindungen.
1.5.3 Metall-Porphyrin-katalysierte Reaktionen mit Diazoverbindun-
gen
Ein Großteil der gezeigten Reaktionen laufen nur unter katalysierten Bedingun-
gen ab. Rhodium mit verschiedenen Carboxylliganden, vor allem aber mit Ace-
tat (Rh2OAc4), lo¨ste hierbei Kupfer als vorherrschenden Katalysator ab, da es
Reaktionen unter extrem milden Bedingungen ermo¨glicht.83 Einen bedeutenden
Nachteil (neben den hohen Kosten fu¨r Rhodium) besitzt Rh2OAc4 allerdings: die
fehlende Stereospeziﬁta¨t. Eine solche kann z.B. mit Rh(porph) bei der Cyclopro-
panierung erreicht werden.84 Inzwischen ist das Spektrum der Metallkatalysatoren
fu¨r Carbentransfer-Reaktionen sehr ausgepra¨gt (siehe Abbildung 10).85
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Abbildung 10: Metalle fu¨r den Carbentransfer; die Schriftgro¨ße entspricht ihrer Qua-
lita¨t als Katalysator.85
1.5.4 Enzym-katalysierte Reaktionen mit Diazoverbindungen
Wie man Abbildung 10 entnehmen kann sind Rh und Cu die am geeignetsten und
am meist erforschten Katalysatoren fu¨r Carbentransfer-Reaktionen aus Diazover-
bindungen, dennoch ist Eisen nicht zu vernachla¨ssigen. Das gilt vor allem des-
halb, da Eisen(II)Porphyrine hervorragende Katalysatoren fu¨r die NH-Insertion
und die Cyclopropanierungsreaktion sind. Einiges Aufsehen erregten die Publika-
tionen von Arnold et al.: eine P450 in vivo katalysierte Cyclopropanierung86 und
Amin-Insertion u¨ber eine Ha¨m-Carben Zwischenstufe.87 Beide Reaktionen waren
mit Eisen-Porphyrinen schon bekannt88 allerdings konnte sie im Falle der Cyclopro-
panierung erstmals die Reaktion in vivo zeigen und im Falle der Amin-Insertion
eine erho¨hte Produktpra¨ferenz bezu¨glich des Monoadditionsproduktes durch die
sterische Einschra¨nkung in der aktiven Tasche (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Katalysierte Aminierung von EDA mit Anilinderivaten.
1.5.5 Weitere Reaktionen mit Diazoverbindungen
Eine weitere eindrucksvolle Reaktion ist die Wittig-artige Oleﬁnierung von Al-
dehyden unter Verwendung eines Metallkatalysators, einer Diazoverbindung und
Triphenylphosphin. Von Lu und Ni wurde diese Reaktivita¨t an MoO2(S2CNEt2)2
gefunden89 und von Herrmann et al. durch die Verwendung von Methyltrioxorhe-
nium (MTO) zur breiten Anwendbarkeit gebracht (siehe Schema 5).90
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Schema 5: Mechanismus der Methyltrioxorhenium katalysierten Carbonyl-Oleﬁnierung
unter Verwendung von Triphenylphosphin zur Wiederherstellung der katalytisch akti-
ven Spezies.
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Von Woo et al. wurde diese Reaktionen mit Eisen-Porphyrinen katalysiert91 und
der in Schema 5 vorgeschlagene Mechanismus fu¨r ihre Katalysatoren untersucht.92
Sie kamen zu dem Schluss, dass der Mechanismus u¨ber die umstrittene Zwischen-
stufe des cyclischen Eisen-Betains nicht haltbar ist und schlugen den alternativen
Weg u¨ber ein Phosphor Ylid vor.
Indizien fu¨r den alternativen Weg waren:
• die sto¨chiometrische Verwendung des Eisenkatalysators fu¨hrte nicht zum
Produkt
• die Reaktion von Phosphin, Diazoverbindung und Eisenkatalysator fu¨hrte
zur Bildung des Phosphorylids
• das Phosphorylid reagierte mit dem Aldehyd ohne Katalysator zum Produkt
FeII
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FeII
porph
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PPh3
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Schema 6: Sequenzieller Reaktionsmechanismus der Carbonyl Oleﬁnierung unter Ver-
wendung von Triphenylphosphin. [1] Bildung des Eisen-Porphyrin-Carbens durch
die Reaktion von Ethyldiazoacetat mit einem Eisen (II)-Porphyrin. [2] Bildung des
Phosphor-Ylens durch die Reaktion des Carbens mit Triphenylphosphin. [3] Wittig-
Reaktion des Ylens mit Benzaldeyd zum Zimtsa¨ureethylester.
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In dem Licht der von Arnold et al. vero¨ﬀentlichen Reaktionen stellt sich nun die
Frage nach der Verwendbarkeit von Eisen-Porphyrinbeeinhaltenden Enzyme fu¨r
diese Reaktion.
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2 Zielsetzung
Bei Reaktionen im Labormaßstab bis hin zur großtechnischen Synthese besteht
ein stetes Interesse zur Verbesserung.93–96 Hierbei sind interdisziplina¨re Denk-
ansa¨tze besonders erfolgreich, wie man am Beispiel vieler von der Biologie inspi-
rierten chemischen Synthesen sieht.97–100 Die umgekehrte Herangehensweise, bio-
logische Prozesse von einem chemischen Standpunkt anzugehen, ist weit weniger
popula¨r. Betrachtet man den in der Einleitung beschriebenen biocatalytic cycle 14
so sind alle darin beschriebenen Punkte biologischer bzw. verfahrenstechnischer
Natur. Wird, wie in Abbildung 1 dargestellt, bei der biochemischen Prozessopti-
mierung zusa¨tzlich die chemische Herangehensweise angewendet, ero¨ﬀnet sich ein
neues Feld um Prozesse zu verbessern. Dabei kann eine erneute Evaluation der
verwendeten Reaktionskomponenten ebenso wie mechanistische Erwa¨gungen der
untersuchten Reaktion angewendet werden. In dieser Arbeit soll gezeigt werden,
dass eine solche chemische Herangehensweise sowohl auf schon etablierte Prozesse
ebenso wie auf Reaktionen im Labormaßstab erfolgreich angewendet werden kann.
Dafu¨r wurden drei Projekte, die als Fallbeispiele dienen sollen ausgewa¨hlt. Bei der
großtechnischen Synthese von Rifamycin S wird das nicht nachhaltige, chlorierte
Lo¨sungsmittel Chloroform eingesetzt. Der alternative, biochemische Prozess ver-
wendet eine Meerrettichperoxidase zur Oxidation von Rifamycin B bei anschlie-
ßender wa¨ssriger Hydrolyse des entstehenden Rifamycin O zu Rifamycin S. Im
Hinblick auf die Fragestellung der chemischen Optimierung soll die Notwendigkeit
der Meerretichperoxidase als Katalysator untersucht werden. Bei dieser Untersu-
chung sollen auch andere, chemische Oxidantien getestet und ihre Eignung in einem
Prozess evaluiert werden. Bei dem zweiten Projekt sollen biochemische Reduktio-
nen, die unter Verwendung des Nicotinamid-Cafaktors NADH verlaufen, unter-
sucht werden. Dabei soll der Cofaktor – und insbesondere seine chemische Struk-
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tur – im Mittelpunkt stehen. Eine Eﬃzienzsteigerung soll hierbei nicht, wie sonst
u¨blich, durch eine Vera¨nderung des Katalysators erzielt werden, sondern durch
Manipulation der elektrochemischen Beschaﬀenheit des Cofaktors. Dabei sollen
die synthetisierten Cofaktoren mit einem Set aus unterschiedlichen Oxidoredukta-
sen kombiniert werden. Bei u¨berdurchschnittlichen Ergebnissen soll eine vertiefte
Charakterisierung vorgenommen werden. Im dritten Projekt sollen enzymatisch
katalysierte Carben-Reaktionen Gegenstand der Forschung sein. Dabei sollen ty-
pische Werkzeuge der organischen Chemie wie der Austausch von Substituenten
eingesetzt werden. Daru¨ber hinaus werden anhand des postulierten Mechanismus
neue Edukte fu¨r die Carben-Reaktionen getestet. Diese drei Fallbeispiele sind aus
den unterschiedlichsten Entwicklungsstadien eines biochemischen Prozesses her-
ausgegriﬀen. Sie ko¨nnten deshalb bei erfolgreicher Durchfu¨hrung repra¨sentativ fu¨r
weitere Prozesse stehen und daher die generelle Anwendbarkeit und die daraus
resultierenden Vorteile der chemischen Herangehensweise zeigen.
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden stets in der ho¨chstmo¨glichen
Reinheit von Alfa Aesar (Ward Hill, US), Carl Roth (Karlsruhe, DE), Fluka
(Buchs, CH), Macherey-Nagel (Du¨ren, DE) und Sigma-Aldrich (Schnelldorf, DE)
bezogen. Rifamycin B, Rifamycin O und Rifamycin S wurden großzu¨gig von San-
doz (Kundl, AT) bereitgestellt. Nicht kommerziell erha¨ltliche Verbindungen, wie
die synthetischen Cofaktoren wurden, wie in den folgenden Abschnitten beschrie-
ben synthetisiert
3.2 Analytische Methoden
3.2.1 Gaschromatographie
Fu¨r die gaschromatographischen Messungen wurden folgende Systeme verwendet:
Shimadzu GC-2010-System (Kyo¯to, JP) mit einem Flammenionisationsdetektor
(FID), ein Shimadzu GC-2010-System mit einem Massenspektrometer, sowie ein
Agilent 7890A GC/MS-System (Santa Clara, US) mit einem kombinierten Flam-
menionisationsdetektor und einem massenselektivem Detektor (Agilent 5975 Se-
ries MSD, Santa Clara, US). Fu¨r die FID-Messungen diente Wasserstoﬀ, bei den
MS-Messungen Helium als Tra¨gergas mit einer Flussgeschwindigkeit von jeweils
30 cm s−1. Gemessen wurde bei einer Injektortemperatur von 250 °C, Injekti-
onsvolumen 1 μl, Split-Verha¨ltnis 5:1 sowie einer FID-Temperatur von 320 °C.
Der Temperaturgradient wurde dem Substrat angepasst sodass in jedem Fall eine
Basislinientrennung erhalten wurde. Quantiﬁzierungen wurden mit 1-Octanol als
internem Standard durchgefu¨hrt.
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3.2.2 Flu¨ssigchromatographie
Die ﬂu¨ssigchromatographischen Analysen wurden auf einem Shimadzu LC/MS-
2010 System oder einem Agilent 1200 series HPLC System unter Verwendung einer
Chromolith Performance RP-18 end-capped 100-4.6 HPLC Sa¨ule (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) durchgefu¨hrt. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur
mit 10 mM Ammoniumacetat (pH 6.5)/MeOH in einem Verha¨ltnis von 3/2 als
mobile Phase und einer Flussrate von 1 ml min−1 durchgefu¨hrt. Die Analyten
wurden detektiert und quantiﬁziert unter Verwendung der Massenspektometrie
oder der DAD-Fla¨che.
3.2.3 NMR
Zur Charakterisierung der synthetisierten Moleku¨le wurde die NMR-Spektroskopie
genutzt. 1H- und 13C-NMR Spektren wurden mit einem Bruker Avance 500 Spek-
trometer bei 125, 250 oder 500 MHz vermessen. Die chemische Verschiebung (δ)
in parts per million (ppm) wurde bezogen auf den internen Standard Tetrame-
thylsilan (δ = 0 ppm). Die Proben wurden in CDCl3 gelo¨st, mit Ausnahme der
synthetischen Cofaktoren fu¨r die, wenn nicht anders angegeben, deuteriertes DM-
SO als Lo¨sungsmittel verwendet wurde.
3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli -Zellen
Fu¨r die Transformation der E. coli -Zellen wurde die Hitzeschock-Methode verwen-
det. Dazu wurden die chemisch kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Es wurde
1 μl Plasmid-DNA zu den kompetenten Zellen (50 μl) zugegeben und 30 min auf
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Eis inkubiert. Anschließend folgte der Hitzeschock bei 42 °C fu¨r 90 s. Nach kurzem
Ruhen auf Eis (2-3 min) wurde 500 μl LB-Medium zugegeben und mindestens 1 h
bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Diese Zeit beno¨tigten die Zellen zur Auspra¨gung
der plasmidcodierten Antibiotikaresistenz zur Identiﬁkation der Transformanten.
Nach der Inkubation wurden die Zellen auf Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert. Diese wurden u¨ber Nacht bei 37 °C inkubiert.
3.3.2 Kultivierung von E. coli
Fu¨r die Kultivierung wurde zuerst eine U¨bernachtkultur hergestellt. Hierfu¨r wur-
den 5 ml LB–Medium mit E. coli BL21(DE3) angeimpft und u¨ber Nacht bei 37 °C
und 180 rpm inkubiert. Dann erfolgte die Inokulation der 400 ml Hauptkultur (TB-
Medium) mit 400 μl dieser U¨bernachtkultur. Die Hauptkultur wurde bei 30 °C und
180 rpm fu¨r ca. 24 h inkubiert und anschließend durch Zentrifugation (3000 x g,
20 min, 4 °C) geerntet. Dann wurde das Kulturmedium verworfen und das Pellet
mit 20 ml 100 mM KPi-Puﬀer (pH 7,5 100 mM) resuspendiert. Dann wurde erneut
zentrifugiert (2000 x g, 15 min, 4 °C). Nach diesem Waschschritt wurden die Zellen
entweder direkt aufgeschlossen oder bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.
3.3.3 Expression in E. coli BL21(DE3)
Die Expression mittels IPTG Induktion erfolgte fu¨r die unterschiedlichen Enzyme
NCR, MR, OYE1, OYE3, Bfr, Hmp, KatE und YfeX analog, sofern nicht anders
angegeben. Hierfu¨r wurde eine 5 ml U¨bernachtkultur (LB-Medium) mit dem ent-
sprechenden Selektionsmarker versehen. Dann wurde mit den Expressionssta¨mmen
von einer LB-Agar Platte oder aus einem Glycerol-Stock angeimpft und u¨ber Nacht
bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Hauptkultur (400 ml LB-Medium) wurde
anschließend mit 4 ml U¨bernachtkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer
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OD600 von 0,6-0,8 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe
von 0,1 mM IPTG zur Induktion und anschließend die Inkubation bei 30 °C und
180 rpm u¨ber Nacht. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3000 x g, 20 min,
4 °C) geerntet. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen bei -20 °C gelagert oder
direkt aufgeschlossen.
3.3.4 Zellaufschluss von E. coli-Zellen
Die E. coli-Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurden die Zel-
len in Aufschlusspuﬀer (3 ml g−1) resuspendiert. Der verwendete Zellaufschluss-
puﬀer war abha¨ngig von der anschließenden Verwendung des Lysats. Je nach Ver-
wendung wurde ein der Aufreinigungsmethode entsprechender Bindepuﬀer (siehe
3.6.3 und 3.6.4) verwendet oder der als Reaktionsmedium verwendete Puﬀer (siehe
3.5.4 und 3.5.5) als Aufschlussspuﬀer benutzt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte
mit einem Soniﬁer (Branson Soniﬁer W250, Output: 4, duty cycle: 40 %,) unter
Eisku¨hlung fu¨r viermal eine Minute, mit jeweils einer Abku¨hlphase von 1 min.
Nach dem Aufschluss wurden die unlo¨slichen Zellteile, wie zum Beispiel Zellwand-
bestandteile und Membranen, mittels Zentrifugation (35000 x g, 45 min, 4 °C)
abgetrennt. Das Lysat konnte anschließend verwendet werden oder wurde bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.
3.3.5 Proteinaufreinigung mittels His GraviTrap TALON Sa¨ulen
Es wurden 1 ml His GraviTrap TALON Sa¨ulen (GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, DE) zur Aufreinigung von Proteinen mit His6-Tag verwendet. Es handelt
sich bei dieser Methode der Aufreinigung um eine Co2+-Aﬃnita¨tschromatographie,
bei der aufgrund der Aﬃnita¨t der Histidin-Seitenketten gegenu¨ber Co2+ die Pro-
teine an das Sa¨ulenmaterial gebunden werden. Zur Elution der Proteine wurde
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Imidazol verwendet, das durch eine ho¨here Aﬃnita¨t fu¨r Co2+ als die Histidin-
Seitenketten die Proteine verdra¨ngt. Die Aufreinigung wurde nach Herstelleran-
gaben durchgefu¨hrt, wobei wieder die der jeweiligen Reaktion angepassten Puﬀer
verwendet wurden (siehe 3.6.3, 3.6.4, 3.5.4 und 3.5.5). Um eventuelle partikula¨re
Verunreinigungen (restliche Zelltru¨mmer o.a¨.) zu entfernen, wurden die Proben
jeweils unmittelbar vor der Auftragung auf die His GraviTrap TALON Sa¨ule u¨ber
einen Spritzenﬁlter ﬁltriert (0,45 μm Porengro¨ße). Nach der Aufreinigung wurden
die Proteine zweimal 1 h bei 4 °C gegen 50 mM KPi-Puﬀer pH 7,5 dialysiert um
das Imidazol und das NaCl zu entfernen. Hierfu¨r wurde eine Dialysemembran mit
6-8 kDa Molekulargewicht-Trenngrenze (Spectrum Europe B.V., Breda, NL) ver-
wendet. Nach der Dialyse wurde das aufgereinigte Protein aliquotiert oder bis zur
Verwendung bei 4 °C oder -20 °C gelagert.
3.3.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE ist eine Methode um Proteingemische in Abha¨ngigkeit der mole-
kularen Massen ihrer Untereinheiten aufzutrennen. Es handelt sich um eine Elek-
trophorese, die diskontinuierlich ausgefu¨hrt wird. Die Trennschicht besteht aus
zwei Polyacrylamidgelen, dem Sammelgel (5 %) und dem Trenngel (12-15 %). Das
Sammelgel dient der Fokussierung, das Trenngel der Auftrennung der Proteine.
Die Proteine mu¨ssen zur Auftrennung denaturiert und mit negativer Ladung ver-
sehen vorliegen. Dazu wurden die Proben mit SDS-Ladepuﬀer versetzt und bei 95
°C fu¨r 10 min inkubiert. Pro Tasche wurden 15 μg Protein auf das Gel aufgetragen.
Hierfu¨r wurde die Protein-Konzentration der Proben zuvor mit dem Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientiﬁc, Braunschweig, DE) nach Herstellerangaben
ermittelt. Zusa¨tzlich zu den Proben wurde als Gro¨ßenstandard 5 μl eines Makers
(peqGOLD Protein-Marker IV, prestained; VWR International GmbH, Erlangen,
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DE) aufgetragen. Das Anlegen der Spannung fu¨hrte zur Wanderung der Proteine
durch das Gel, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit abha¨ngig von der Poren-
gro¨ße des Gels, der Gro¨ße und der Ladung der aufzutrennenden Proteine war. Die
Fokussierung im Sammelgel erfolgte bei einer konstanten Spannung von 12 mA.
Mit dem Erreichen des Trenngels wurde die Spannung auf 25 mA pro Gel erho¨ht.
Der Lauf wurde gestoppt sobald der Farbstoﬀ das Gelende erreicht hatte. Das Gel
wurde anschließend fu¨r 1-2 h in einer Coomassie-Fa¨rbelo¨sung gefa¨rbt. Dann wur-
de das Gel u¨ber Nacht mittels Entfa¨rbelo¨sung entfa¨rbt, sodass die Proteinbanden
erkennbar wurden.
3.4 Rifamycin
3.4.1 Generelle Probenvorbereitung
Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Proben nach dem folgenden Verfah-
ren aufgearbeitet und vermessen. Die durch Extraktion mit Ethylacetat erhaltene
Fraktion wurde unter einem Stickstoﬀstrom verdampft. Der verbleibende Fest-
stoﬀ wurde in 400 μl Methanol gelo¨st und mit 600 μl Ammoniumacetat Puﬀer
(10 mM, pH 6,5) versetzt. Es wurde 1 μl mittels HPLC oder LC/MS vermessen.
Die Umsa¨tze wurden mittels LC/MS bestimmt, basierend auf dem ermittelten
Response Factor.
3.4.2 Versuchsdurchfu¨hrungen
Untersuchungen zum Oxidationssystem – Fentons Reagenz
20 mg Rifamycin B (0,026 mmol) wurden in 9,5 ml KPi-Puﬀer (10 mM, pH 8),
der 0,5 ml Methanol enthielt, gelo¨st und mit 0,6 ml of H2O2 (0,15% m/v) versetzt.
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Die Reaktion wurde jeweils mit und ohne 0,5 ml 0,54 mM FeSO4 Lo¨sung (End-
Konzentration 0,027 mM) durchgefu¨hrt und wurde mittels LC/MS nach 30, 60,
120 und 180 min analysiert.
Untersuchungen zum Oxidationssystem – Ammoniumperoxodisulfat
20 mg Rifamycin B (0,026 mmol) wurden in 9,5 ml KPi-Puﬀer (10 mM, pH 8),
der 0,5 ml Methanol enthielt, gelo¨st. Dann wurde die Probe mit 6 mg APS (0,26
mmol) versetzt. Die Reaktion wurde mittels LC/MS nach 30, 60, 120 und 180 min
analysiert.
Geeignete Methanol Konzentration – Prozess 1
30 mg Rifamycin B (0,039 mmol) wurden in verschiedenen Volumina Methanol
(0-3 ml, siehe Abbildung 12) gelo¨st. Dann wurden 9 mg APS (0,039 mmol) und 5
ml KPi-Puﬀer (10 mM, pH 8) zugegeben. Die Reaktion wurde 4 h bei 60 °C geru¨hrt
und nach der beschriebenen Probenaufbereitung mittels LC/MS analysiert. In dem
Ansatz mit 3 ml Methanol konnte eine Konzentration von 3,5 mM Rifamycin S
gemessen werden was einer Ausbeute von 70 % entspricht.
Zeitverlauf
30 mg Rifamycin B (0,039 mmol) wurden in 3 ml Methanol gelo¨st. Dann wurden
9 mg APS (0,039 mmol) und 5 ml KPi-Puﬀer (10 mM, pH 8) zugegeben. Die
Reaktion wurde bei 60 °C geru¨hrt und zu den Zeiten 30, 60, 90, 180 und 240 min
mittels LC/MS analysiert.
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Nachweis der Umesterung
40 mg Rifamycin B (0,052 mmol) und 12 mg APS (0,052 mmol) wurden unter
Argon Schutzgasatmospha¨re mit 400 μl absolutiertem Methanol (unter Ru¨ckﬂuss
u¨ber CaH2 getrocknet) versetzt. Die erhaltene Suspension wurde unter Schu¨tteln
fu¨r 20 min auf 60 °C erwa¨rmt. Dann wurden 40 μl der Probe mit 100 μl KPi-Puﬀer
(10 mM, pH 9,5) gequenched und mittels LC/MS analysiert.
Einﬂuss der Konzentration
40 mg Rifamycin B (0,052 mmol) und 12 mg APS (0,052 mmol) wurden vorgelegt
und mit 400, 500, 600 oder 1000 μl Methanol versetzt. Die erhaltenen Suspensionen
wurden unter Schu¨tteln fu¨r 10 min auf 70 °C erwa¨rmt. Dann wurden 40 μl der
Probe mit 100 μl KPi-Puﬀer (10 mM, pH 9,5) gequenched und mittels LC/MS
analysiert.
Reaktion in anderen Lo¨sungsmitteln
40 mg Rifamycin B (0,052 mmol) und 12 mg APS (0,052 mmol) wurden vorgelegt
und mit 1000 μl Methanol, Acetonitril, DMSO, Ethanol oder Isopropanol versetzt.
Die erhaltenen Suspensionen wurden unter Schu¨tteln fu¨r 10 min auf 70 °C erwa¨rmt.
Dann wurden 40 μl der Probe mit 100 μl KPi-Puﬀer (10 mM, pH 9,5) gequenched
und mittels LC/MS analysiert.
Optimierung der Reaktion
40 mg Rifamycin B (0,052 mmol) und 12 mg APS (0,052 mmol) wurden vorgelegt
und mit 400 μl Methanol versetzt. Zu den erhaltenen Suspensionen wurden jeweils
0, 4, 8 und 16 μl KPi-Puﬀer (10 mM, pH 9,5) gegeben. Die Proben wurden unter
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Schu¨tteln fu¨r 20 min auf 60 °C erwa¨rmt. Dann wurden 40 μl der Probe mit 100
μl KPi-Puﬀer (10 mM, pH 9,5) gequenched und mittels LC/MS analysiert.
3.5 Synthetische Nicotinamid Cofaktoren
3.5.1 Synthesen
Zincke-Salz (3-Carbamoyl-1-(2,4-dinitrophenyl)pyridin-1-iumchlorid)
N
O
NH2
Cl
NO2
NO2 N
O
NH2
NO2
NO2
Zincke Salz
Cl
100 °C
Schema 7: Reaktionsschema der Synthese von 3-Carbamoyl-1-(2,4-dinitrophenyl)-
pyridin-1-iumchlorid.
Eine Mischung aus 7,32 g Nicotinamid (59,9 mmol) und 13,35 g 2,4-Dinitrochloro-
benzol (65,91 mmol) wurde unter Ru¨hren fu¨r 30 min auf 100 °C erhitzt. Dabei
entstand ein orangener glasartiger Feststoﬀ, der anschließend in 80 ml Methanol
gelo¨st wurde. Dann wurden 50 ml MTBE zugegeben und die obere Phase wurde
abdekantiert und verworfen. Dieser Schritt wurde noch zweimal mit je 50 ml MTBE
wiederholt. Der bei diesen Schritten ausgefallene Feststoﬀ wurde abﬁltriert und
anschließend in 20 ml Methanol gelo¨st. Dann wurde Ethylacetat zugegeben bis
kein Feststoﬀ mehr ausﬁel. Der erhaltene goldene Feststoﬀ (7,42 g, 22,8 mmol)
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wurde im Vakuum getrocknet und unter Stickstoﬀ fu¨r die weitere Verwendung
gelagert. 1H-NMR (250 mHz, D2O): δ (ppm) = 8,27 (d, 1H); 8,49 (t, 1H); 8,96 (d,
1H); 9.34 (m, 3H); 9,69 (s, 1H).
Allgemeine Cofaktorsynthese
N
O
NH2
NO2
NO2
Zincke Salz
Cl N
O
NH2
NH2
R
R
Cl N
O
NH2
R
Methanol
Na2S2O4
NaHCO3/H2O
Schema 8: Reaktionsschema der Synthese der verschiedenen arylsubstituierten Cofak-
toren.
Die im Folgenden beschriebene Synthese wurde fu¨r alle arylsubstituierten Cofak-
toren in zwei Schritten durchgefu¨hrt: In Schritt 1 wurde 1 g 3-Carbamoyl-1-(2,4-
dinitrophenyl)pyridin-1-iumchlorid (3,08 mmol) in 150 ml Methanol gelo¨st, so dass
eine gelbe Lo¨sung erhalten wurde. Dann wurden 3,08 mmol des entsprechenden
Anilinderivats, gelo¨st in 100 ml Methanol, zugegeben. Die erhaltene tiefrote Lo¨sung
wurde bei 50 °C so lange erwa¨rmt bis eine hellgelbe Fa¨rbung zu erkennen war. An-
schließend wurde das Lo¨sungsmittel im Vakuum entfernt und der Feststoﬀ in 80 ml
H2O gelo¨st. Die wa¨ssrige Lo¨sung wurde drei Mal mit 50 ml MTBE extrahiert um
das entstandene Nitroanilin zu entfernen. In Schritt 2 wurde die wa¨ssrige Lo¨sung
des zu reduzierenden Cofaktors (maximal 3,08 mmol) unter Stickstoﬀatmospha¨re
mit 0,5 g NaHCO3 (6 mmol) versetzt. Danach wurde unter Ru¨hren portionsweise,
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u¨ber eine Stunde verteilt, 2,3 g Na2S2O4 (10,7 mmol) zugegeben. Die Lo¨sung wur-
de anschließend dreimal mit jeweils 50 ml MTBE extrahiert und das Lo¨sungsmittel
im Vakuum entfernt. Der erhaltene Feststoﬀ wurde mittels Sa¨ulenchromatographie
(95:5 Ethylacetat:Ethanol) aufgereinigt und unter Stickstoﬀ fu¨r die weitere Ver-
wendung gelagert.
NAAH
Die Synthese von NAAH wurde wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt. Es wurden 70
mg (0,35 mmol, Ausbeute: 11 %) oranger Feststoﬀ erhalten. 1H-NMR (500 mHz,
DMSO): δ (ppm) = 3,21 (d, 2H); 4,97 (m, 1H); 5,52 (s, 2H); 6,31 (m, 1H); 7,10
(m, 3H); 7,35 (m, 2H); 7,54 (t, 1H)
NAPH
Die Synthese von NAPH wurde in Schritt 1 wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt.
In Schritt 2 wurde die wa¨ssrige Lo¨sung nach der Zugabe der 0,5 g NaHCO3
mit Ethylacetat u¨berschichtet und nach jeder Zugabe von Na2S2O4 wurde das
Lo¨sungsmittel abgenommen und durch frisches ersetzt. Die weitere Aufarbeitung
wurde wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt. Es wurden 105 mg (0,48 mmol, Aus-
beute: 16 %) gelber Feststoﬀ erhalten. 1H-NMR (250 mHz, DMSO): δ (ppm) =
3,01 (d, 2H); 4,83 (m, 1H); 6,28 (m, 1H); 6,85 (m, 5H); 7,14 (m, 2H); 9,35 (s, 2H).
NACMH
Die Synthese von NACMH wurde wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt. Es wurden
212 mg (0,8 mmol, Ausbeute: 26 %) oranger Feststoﬀ erhalten. 1H-NMR (250 mHz,
DMSO): δ (ppm) = 3,19 (t, 2H); 3,18 (s, 3H); 4,93 (m, 1H) 5,40 (s, 2H); 6,20 (m,
1H); 6,88 (m, 1H); 6,99 (m, 1H) 7,15 (m, 1H); 7,41 (m, 1H).
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NAMH
Die Synthese von NAMH wurde wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt. Es wurden
287 mg (1,24 mmol, Ausbeute: 40 %) roter Feststoﬀ erhalten. 1H-NMR (250 MHz,
CDCl3): δ (ppm) = 3,24 (d, 2H); 3,80 (s, 3H); 4,90 (m, 1H); 5,44 (s, 2H); 6,21 (d,
1H); 6,86 (d, 2H); 7,05 (d, 2H); 7,43 (s, 1H).
NANH
Die Synthese von NANH wurde wie zuvor beschrieben durchgefu¨hrt. Es wurden
40 mg (0,16 mmol, Ausbeute: 5 %) oranger Feststoﬀ erhalten. 1H-NMR (250 mHz,
CDCl3): δ (ppm) = 2,85 (s, 6H); 3,03 (d, 2H); 4,80 (m, 1H); 6,32 (d, 1H); 6,74 (s
(NH2) + d, 2+2); 7,05 (d, 2H); 7,23 (s, 1H).
NABH
Nicotinamid (4,88 g; 40 mmol) wurde in 40 ml Acetonitril gelo¨st und Benzylbromid
(4,8 ml; 40 mmol) wurde hinzugetropft. Es wurde fu¨r 16 h unter Ru¨ckﬂuss geru¨hrt.
Nach dem Abku¨hlen auf Raumtemperatur wurden 50 ml MTBE hinzugegeben.
Der entstandene Feststoﬀ wurde abﬁltriert und dreimal mit MTBE gewaschen. Es
wurden 11,54 g (39,4 mmol; 99 %) eines weißen Pulvers erhalten. Unter Stick-
stoﬀatmospha¨re wurde der weiße Feststoﬀ (11,54 g; 39,4 mmol) in 240 ml dH2O
gelo¨st und es wurde Natriumhydrogencarbonat (16,55 g; 197 mmol) hinzugegeben.
Natriumdithionit (34,3 g; 197 mmol) wurde portionsweise unter Stickstoﬀgegen-
strom hinzugegeben. Es wurde fu¨r 3 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
geru¨hrt. Der erhaltene gelbe Feststoﬀ wurde abﬁltriert und zweimal mit dH2O
gewaschen. Es wurden 7,2 g (33,6 mmol, Ausbeute: 85 %) in Form eines gelben
Pulvers erhalten. 1H-NMR (250 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,18 (s, 2H); 4,31 (d,
2H); 4,75 (m, 2H); 5,33 (s, 2H); 5,75 (d, 1H); 7,32 (m, 5H).
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3.5.2 Cyclovoltammetrsche Potentialbestimmungen
Die Cyclovoltammogramme wurden mit den Gera¨ten der Firma EG&Princeton
Applied Research aufgenommen. Diese Gera¨te bestehen aus einem Potentiostat-
/Galvanostat M 273A und einem Funktionsgenerator M 175. Elektrochemistry
PowerSuit von der Firma Princeton Applied Research wurde als Messprogramm
verwendet. Es wurde eine Dreielektrodenanordnung bestehend aus einer Glassy-
Carbon-Arbeitselektrode, einer Platin-Gegenelektrode und einer Silber-Referenz-
elektrode verwendet. Die Messungen wurden unter Argonatmospha¨re in einer 0,1 M
Tetrabutylammoniumhexaﬂuorophosphat Lo¨sung in DMSO (NAAH 1, NADH 2,
NABH 5, NAPH 7) oder Acetonitril (NAMH 6, NANH 8) durchgefu¨hrt. Als inter-
ner Standard wurden Ferrocen/Ferrocenium (Fc0/Fc+) verwendet. Alle Spektren
werden gegen Ferrocen/Ferrocenium (Fc0/Fc+) angegeben.
3.5.3 Biotransformationen: Initiales Screening
Flavintragende En-Reduktasen
Zu 700 μl TRIS-Puﬀer (ph 7,5, 50 mM) wurden 100 μl Enzymlo¨sung (NCR oder
MR, 0,85 mg/ml, End-Konzentration = 85 μg/ml), 100 μl Substrat-Stocklo¨sung
(100 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 100 μl Cofaktor-Stock-
lo¨sung (100 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reakti-
onsmischung wurde 16 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 1 ml MTBE extrahiert und das Extrakt via GC/MS analysiert.
Flavinfreie En-Reduktase
Zu 700 μl TRIS-Puﬀer (ph 7,5, 50 mM) wurden 100 μl Enzymlo¨sung (NCR oder
MR, 0,85 mg/ml, End-Konzentration = 85 μg/ml), 100 μl Substrat-Stocklo¨sung
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(100 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 100 μl Cofaktor-Stock-
lo¨sung (100 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reakti-
onsmischung wurde 16 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 1 ml MTBE extrahiert und das Extrakt via GC/MS analysiert.
Iminreduktasen
Zu vorgelegtem TRIS-Puﬀer (ph 7,5, 50 mM) wurde die entsprechende Menge
Enzymlo¨sung (IREDst, IREDsr) zupippetiert, sodass eine End-Konzentration von
1250 μg/ml und ein Volumen von 380 μl erhalten wurde. Dann wurden 10 μl
Substrat-Stocklo¨sung (100 mM in DMSO, End-Konzentration = 2,5 mM) und
10 μl Cofaktor-Stocklo¨sung (200 mM in DMSO, End-Konzentration = 5 mM)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 16 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt.
Anschließend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und das Extrakt via GC/MS
analysiert.
Alkoholdehydrogenasen
Zu 380 μl Enzymlo¨sung (YADH/HLADH, 0,2 mg/ml in TRIS-Puﬀer ph 7,5, 50
mM) wurden 10 μl Substrat-Stocklo¨sung (80 mM in DMSO, End-Konzentration
= 2 mM) und 10 μl Cofaktor-Stocklo¨sung (160 mM in DMSO, End-Konzentration
= 4 mM) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm
geschu¨ttelt. Anschließend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und das Extrakt via
GC/MS analysiert.
P450 Monoxygenasen
Zu 380 μl Enzymlo¨sung (BM3/Maq, 10 μM in TRIS-Puﬀer ph 7,5, 50 mM) wurden
10 μl Substrat-Stocklo¨sung (80 mM in DMSO, End-Konzentration = 2 mM) und
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10 μl Cofaktor-Stocklo¨sung (100 mM in DMSO, End-Konzentration = 2,5 mM)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 16 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt.
Anschließend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert, mit BSTFA derivatisiert und
via GC/MS analysiert.
3.5.4 Untersuchung des Substrat- und Enzymspektrums der syntheti-
schen Cofaktoren
Zu 480 μl Enzymlo¨sung (NCR/MR: 50 μg/ml und OYE1/OYE3: 150 μg/ml in
Citrat-Puﬀer ph 7,5, 12 mM) wurden 10 μl Substrat-Stocklo¨sung (100 mM in
DMSO, End-Konzentration = 2 mM) und 10 μl Cofaktor-Stocklo¨sung (125 mM
in DMSO, End-Konzentration = 2,5 mM) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde
20 min bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde mit 500 μl MTBE
extrahiert und das Extrakt via GC/MS vermessen.
3.5.5 Kinetische Betrachtung von NAPH im direkten Vergleich zu
NADH
Variation der Cofaktor-Konzentration
Zu 380 μl Enzymlo¨sung (NCR: 2 μg/ml in Citrat-Puﬀer ph 7,5, 12 mM)
wurden 10 μl Substrat-Stocklo¨sung (40 mM in DMSO, End-Konzentration =
1 mM) und 10 μl der entsprechenden Cofaktor-Stocklo¨sung (in DMSO, End-
Konzentration = 0,1/0,5/1/5/10 mM) gegeben. Die Reaktionsmischungen wurden
fu¨r 5/10/15/20/30 min bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 400 μl MTBE extrahiert und das Extrakt via GC/MS vermessen.
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Variation der Substrat-Konzentration
Zu 380 μl Enzymlo¨sung (NCR: 2 μg/ml in Citrat-Puﬀer ph 7,5, 12 mM)
wurden 10 μl Cofaktor-Stocklo¨sung (40 mM in DMSO, End-Konzentration =
1 mM) und 10 μl der entsprechenden Substrat-Stocklo¨sung (in DMSO, End-
Konzentration = 0,1/0,5/1/5/10 mM) gegeben. Die Reaktionsmischungen wurden
fu¨r 5/10/15/20/30 min bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 400 μl MTBE extrahiert und das Extrakt via GC/MS vermessen.
3.6 Carbenreaktionen
3.6.1 Substratspektrum der NH-Insertion
Nicht literaturbekannte Anilinderivate
Zu 470 μl E.coli -P450Maq-Lysat (Enzym-Konzentration =5 μM, aufgeschlossen
in KPi-Puﬀer (pH 8, 100 mM) wurden 10 μl Nukleophil-Stocklo¨sung (500 mM
in DMSO, End-Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung
(500 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-
Lo¨sung (500 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reak-
tionsmischung wurde 16 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 500 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
Neue Stoﬀklassen
Zu 370 μl E.coli -P450Maq-Lysat (Enzym-Konzentration = 23 μM, aufgeschlossen
in KPi-Puﬀer (pH 7,6, 100 mM) wurden 10 μl Nukleophil-Stocklo¨sung (800 mM
in DMSO, End-Konzentration = 20 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung
(400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-
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Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reak-
tionsmischung wurde 14 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde
mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
Neue Reaktion
Zu 370 μl E.coli -P450Maq-Lysat (Enzym-Konzentration =7 μM, aufgeschlossen
in KPi-Puﬀer (pH 7,6, 100 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd/Derivat-Stocklo¨sung
(800 mM in DMSO, End-Konzentration = 20 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stock-
lo¨sung (400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natrium-
dithionit-Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 17 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschlie-
ßend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
3.6.2 Kontroll-Experimente
Fu¨r alle in diesem Abschnitt folgende Reaktionen wurde E.coli wie unter 3.3 be-
schrieben exprimiert, aufgeschlossen und mit KPi-Puﬀer (pH 7,6, 100 mM) auf
eine Protein-Konzentration von 10 mg/ml eingestellt. Dieses erhaltene Lysat wur-
de wie unten stehend behandelt und dann mit 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung
(800 mM in DMSO, End-Konzentration = 20 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stock-
lo¨sung (400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natrium-
dithionit-Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend
wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
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Dialyse
10 ml E.coli -Lysat wurden in ein 12 kDa Ausschlusspolymer eingebracht und zwei-
mal 1 h gegen 5 l TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) dialysiert. Dann wurde u¨ber Nacht
gegen 5 l TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) dialysiert.
Aufkonzentration
5 ml E.coli -Lysat wurden auf 10 kDa Membranﬁltern aufgetragen und bei 9500
x g, 4 °C fu¨r 60 min zentrifugiert. Dann wurde auf das urspru¨ngliche Volumen
aufgefu¨llt und wieder zentrifugiert. Nach der dritten Zentrifugation wurde eine
Protein-Konzentration von 10 mg/ml eingestellt und auf Aktivita¨t getestet.
Aceton-Fa¨llung
10 ml E.coli -Lysat wurden mit 1,1 ml Aceton (End-Konzentration = 10 %) versetzt
und 1 h bei 120 rpm und 4 °C geschu¨ttelt. Dann wurde bei 9500 x g, 4 °C fu¨r 60 min
zentrifugiert. Diese Schritte wurden fu¨r 20, 30, 40, 50 und 60 % Aceton wiederholt.
Die erhaltenen Pellets wurden jeweils mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM)
versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
Ammoniumsulfat-Fa¨llung
10 ml E.coli -Lysat wurden mit 1,1 ml gesa¨ttigter Ammoniumsulfat-Lo¨sung (End-
Konzentration = 10 %) versetzt und 1 h bei 120 rpm und 4 °C geschu¨ttelt. Dann
wurde bei 9500 x g, 4 °C fu¨r 60 min zentrifugiert. Diese Schritte wurden fu¨r 20,
30, 40, 50 und 60 % Ammoniumsulfat wiederholt. Die erhaltenen Pellets wurden
jeweils mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
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Hitze-Fa¨llung
10 ml E.coli -Lysat wurden 1 h auf 50 °C erhitzt. Dann wurde bei 9500 x g, 4 °C fu¨r
60 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5,
50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
Hohe Salz-Konzentration
Die bei der Ammoniumsulfatfa¨llung erhaltenen U¨bersta¨nde von 20, 30, 40, 50 und
60 % Ammoniumsulfat wurden jeweils ohne Dialyse auf Aktivita¨t getestet. Obwohl
bei der Fraktion von 20 % (1,14 M Ammoniumsulfat) mit 1,71 M Ammoniumsulfat
(30 %) weiterer aktiver Katalysator gefa¨llt werden konnte zeigte die Fraktion selbst
keine Produktbildung.
Abha¨ngikeit von der Protein-Konzentration
Zu 0, 100, 200, 300 und 370 μl E.coli -Lysat wurde die entsprechende Menge an
TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) gegeben sodass ein Endvolumen von 370 μl erreicht
wurde. Diese Proben wurden auf Aktivita¨t getestet.
Auf-Konzentration
5 ml E.coli -Lysat wurden auf -80 °C geku¨hlt und anschließend lyophilisiert. Der
erhaltene Feststoﬀ wurde mit 5 ml TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) und 10 min bei
120 rpm und 4 °C geschu¨ttelt. Die erhaltene Suspension wurde bei 9500 x g, 4
°C fu¨r 60 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 400 μl TRIS-Puﬀer
(pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
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3.6.3 Aufreinigung 1
Anionenaustausch
Es wurden 22 ml E.coli -Lysat (Protein-Konzentration = 10 mg/ml) mit einem
0,45 μm Spritzenﬁlter ﬁltriert und mittels einer 50 ml Probenschleife und ei-
ner Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine TOYOPEARL DEAE 650M-
Anionenaustauschsa¨ule (Sa¨ulenvolumen 30 ml) aufgebracht. Als Laufmittel wurde
TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) und als Elutionsmittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5,
50 mM, 1 M Natriumchlorid) verwendet. Bei einem Fluss von 5 ml/min wurde
die Konzentration an Elutionsmittel in 10 %-Schritten erho¨ht. Jede Konzentra-
tion wurde fu¨r 2,5 Sa¨ulenvolumina beibehalten. Das Volumen der gesammelten
Fraktionen betrug 10 ml. Die einzelnen Fraktionen wurden jeweils mit 3 g Ammo-
niumsulfat versetzt und 10 min bei 120 rpm und 4 °C geschu¨ttelt. Dann wurde bei
9500 x g, 4 °C fu¨r 60 min zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden mit 400 μl
TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
Gro¨ßenausschluss
Die beschriebene Anionenaustauschchromatographie wurde dreimal wiederholt
und die erhaltenen Fraktionen B9-C1 wurden auf 10 kDa Membranﬁltern auf-
getragen und bei 9500 x g, 4 °C fu¨r 60 min zentrifugiert bis ein Endvolumen von
10 ml erreicht war. Diese Probe wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,1
ml/min auf eine Sephacryl S-200 HR-Gro¨ßenausschlusssa¨ule (Sa¨ulenvolumen 530
ml) aufgebracht. Als Laufmittel wurde Ammoniumacetat-Puﬀer (pH 7,5, 5 mM)
verwendet. Die Probe wurde bei 0,3 ml/min ohne Verwendung eines Elutionsmit-
tels fu¨r 1,5 Sa¨ulenvolumina eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden lyophilisert
und anschließend mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Akti-
vita¨t getestet.
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3.6.4 Aufreinigung 2
Anionenaustausch
Es wurden 22 ml E.coli -Lysat (Protein-Konzentration = 10 mg/ml) mit einem
0,45 μm Spritzenﬁlter ﬁltriert und mittels einer 50 ml Probenschleife und ei-
ner Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine TOYOPEARL DEAE 650M-
Anionenaustauschsa¨ule (Sa¨ulenvolumen 30 ml) aufgebracht. Als Laufmittel wurde
TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) und als Elutionsmittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5,
50 mM, 1 M Natriumchlorid) verwendet. Bei einem Fluss von 5 ml/min wurde die
Konzentration an Elutionsmittel auf 10 % erho¨ht. Dann wurde ein Gradient u¨ber
10 % fu¨r drei Sa¨ulenvolumina angelegt. Die Fraktionen wa¨hrend des Grandienten
wurden in jeweils 10 ml Volumen gesammelt. Die einzelnen Fraktionen wurden
jeweils dialysiert (Ammoniumacetat-Puﬀer pH 7,5, 5 mM), anschließend lyophili-
sert und dann mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t
getestet.
Hydrophobe Interaktion
Es wurden 22 ml E.coli -Lysat (Protein-Konzentration = 10 mg/ml) mit einem
0,45 μm Spritzenﬁlter ﬁltriert und mittels einer 50 ml Probenschleife bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine Phenylsepharose-HP-Hydrophobe In-
teraktionschromatographiesa¨ule (Sa¨ulenvolumen 11 ml) aufgebracht. Als Laufmit-
tel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM, 1 M Ammoniumsulfat) und als Eluti-
onsmittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) verwendet. Bei einem Fluss von 5
ml/min wurde die Konzentration an Elutionsmittel auf 50 % erho¨ht. Dann wur-
de die Konzentration an Elutionsmittel in 10 %-Schritten erho¨ht. Die Fraktionen
wurden in Volumen zu 10 ml gesammelt. Die einzelnen Fraktionen wurden jeweils
dialysiert (Ammoniumacetat-Puﬀer pH 7,5, 5 mM), anschließend lyophilisert und
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dann mit 400 μl TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) versetzt und auf Aktivita¨t getestet.
Kombination aller Schritte
Es wurden 22 ml E.coli -Lysat (Protein-Konzentration = 10 mg/ml) mit einem
0,45 μm Spritzenﬁlter ﬁltriert und mittels einer 50 ml Probenschleife bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine TOYOPEARL DEAE 650M-Anionen-
austauschsa¨ule (Sa¨ulenvolumen 30 ml) aufgebracht. Als Laufmittel wurde TRIS-
Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) und als Elutionsmittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM,
1 M Natriumchlorid) verwendet. Bei einem Fluss von 5 ml/min wurde die Kon-
zentration an Elutionsmittel auf 10 % erho¨ht. Dann wurde ein Gradient u¨ber 10
% fu¨r drei Sa¨ulenvolumina angelegt. Die Fraktionen 17-22 wurden gesammelt und
auf 10 kDa Membranﬁltern aufgetragen und bei 9500 x g, 4 °C 60 min zentrifu-
giert. Es wurden 50 ml Konzentrat erhalten, die mit 50 ml 3 M Ammoniumsulfat-
Lo¨sung (End-Konzentration = 1,5 M) versetzt und 60 min bei 120 rpm und 4 °C
geschu¨ttelt wurden. Die erhaltene Suspension wurde bei 9500 x g, 4 °C fu¨r 60 min
zentrifugiert und der Feststoﬀ verworfen. Vom U¨berstand wurden je 20 ml mit
einem 0,45 μm Spritzenﬁlter ﬁltriert und mittels einer 50 ml Probenschleife bei ei-
ner Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine Phenylsepharose-HP-Hydrophobe
Interaktionschromatographiesa¨ule (Sa¨ulenvolumen 11 ml) aufgebracht. Als Lauf-
mittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM, 1 M Ammoniumsulfat) und als Eluti-
onsmittel wurde TRIS-Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) verwendet. Bei einem Fluss von 5
ml/min wurde die Konzentration an Elutionsmittel auf 50 % erho¨ht. Dann wur-
de die Konzentration an Elutionsmittel in 10 %-Schritten erho¨ht. Es wurde nur
die Fraktion 4 gesammelt, lyophilisert und anschließend mit 400 μl TRIS-Puﬀer
versetzt. Die so erhaltenen Suspensionen wurden zur Sequenzierung gegeben.
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3.6.5 Evaluation der sequenzierten Proteine
Reaktion mit α-Methylbenzylamin
Zu 370 μl aufgereinigtem Enzym (Enzymend-Konzentration = 20 μM, TRIS-Puﬀer
pH 7,5, 50 mM) wurden 10 μl α-Methylbenzylamin-Stocklo¨sung (400 mM in DM-
SO, End-Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung (400 mM
in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-Lo¨sung
(400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reaktions-
mischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde mit
400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
Reaktion mit Benzaldehyd
Zu 370 μl aufgereinigtem Enzym (Enzymend-Konzentration 20 μM, TRIS-Puﬀer
pH 7,5, 50 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO, End-
Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO,
End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-Lo¨sung (400 mM in
KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde
1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde mit 400 μl MTBE
extrahiert und via GC/MS vermessen.
3.6.6 Charakterisierung von YfeX als Katalysator der triphenylphos-
phinfreien Carbonyl-Oleﬁnierung
Variation der Benzaldehyd-Konzentration
Zu 370 μl aufgereinigtem YfeX (Enzymend-Konzentration = 20 μM, TRIS-Puﬀer
pH 7,5, 50 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (40, 80, 200, 400 mM in
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DMSO, End-Konzentrationen = 1, 2, 5, 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stock-
lo¨sung (400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl Natrium-
dithionit-Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) gegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend
wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
Variation der Ethyldiazoacetat-Konzentration
Zu 370 μl aufgereinigtem YfeX (Enzymend-Konzentration = 20 μM, TRIS-Puﬀer
pH 7,5, 50 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO, End-
Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung (40, 200, 400, 800,
2000 mM in DMSO, End-Konzentrationen = 1, 5, 10, 20, 50 mM) und 10 μl
Natriumdithionit-Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt.
Anschließend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
Variation der Natriumdithionit-Konzentration
Zu 370 μl aufgereinigtem YfeX (Enzymend-Konzentration = 20 μM, TRIS-Puﬀer
pH 7,5, 50 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO, End-
Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO,
End-Konzentrationen = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-Lo¨sung (40, 400, 800,
2000 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 1, 10, 20, 50 mM) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend
wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
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Variation der YfeX Konzentration
Zu 25, 125, 250 und 370 μl aufgereinigtem YfeX (Enzym-Konzentration = 160 μM,
TRIS-Puﬀer pH 7,5, 50 mM) wurde jeweils die entsprechende Menge an TRIS-
Puﬀer (pH 7,5, 50 mM) gegeben um ein Endvolumen von 370 μl zu erhal-
ten (Enzymend-Konzentration = 10, 50, 100 und 148 μM, TRIS-Puﬀer pH 7,5,
50 mM). Dann wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO, End-
Konzentration = 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stocklo¨sung (400 mM in DMSO,
End-Konzentrationen = 10 mM) und 10 μl Natriumdithionit-Lo¨sung (400 mM
in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) zugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt. Anschließend wurde mit 400 μl
MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
3.6.7 Vergleich potentieller Katalysatoren der Triphenylphosphin
beinhaltenden Carbonyl-Oleﬁnierung
Zu 370 μl Katalysator-Lo¨sung (End-Konzentration 20 μM, TRIS-Puﬀer pH 7,5,
50 mM) wurden 10 μl Benzaldehyd-Stocklo¨sung (40, 80, 200, 400 mM in DM-
SO, End-Konzentrationen = 1, 2, 5, 10 mM), 10 μl Ethyldiazoacetat-Stock-
lo¨sung (400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM), 10 μl Natrium-
dithionit-Lo¨sung (400 mM in KPi-Puﬀer, End-Konzentration = 10 mM) und 10 μl
Triphenylphosphin-Lo¨sung (400 mM in DMSO, End-Konzentration = 10 mM) ge-
geben. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C und 180 rpm geschu¨ttelt.
Anschließend wurde mit 400 μl MTBE extrahiert und via GC/MS vermessen.
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4.1 Rifamycine
4.1.1 Geeignetes Oxidationsmittel
Mit den unter 1.3 beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der
Einsatz von Enzymen sich lediglich auf die Oxidation beschra¨nkt. Alternative
Oxidationsmittel wie Natriumnitrit und MnO2 schieden aus den in der Einleitung
erwa¨hnten Gru¨nden wie Nachhaltigkeit und Kostenersparnis aus. Als vorteilhaf-
te potentielle Oxidationsmittel wurden deshalb Ammoniumpersulfat (APS) und
Wasserstoﬀperoxid (H2O2) getestet. Da aus der Literatur bekannt ist, dass H2O2
mit Fe(II) unter Bildung von OH-Radikalen reagiert, wurde dieses zum Vergleich
zugegeben.101 Es wurden folgende Werte erhalten (siehe Tabelle 2).
Tabelle 2: Umsetzung von Rifamycin B mit verschiedenen Oxidationsmitteln. Angege-
ben sind die Umsa¨tze in %.
Rifamycin B Rifamycin O Rifamycin S
H2O2 28 28 44
H2O2 + FeSO4 21 16 63
APS 2 32 66
Es ist zu erkennen, dass sowohl H2O2 mit FeSO4 als auch APS zu guten Ausbeuten
an Rifamycin S fu¨hrten. Da aber die Oxdation mit APS vollstandig ablief, wurde
es fu¨r die folgenden Experimente als Oxidationsmittel verwendet.
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4.1.2 Geeignete Methanol-Konzentration
Wie ich in meiner Diplomarbeit gezeigt habe, hat die tatsa¨chlich auftretende Kon-
zentration an Rifamycin O einen entscheidenden Einﬂuss auf die Bildung von Rifa-
mycin S.36 Sobald eine gewisse Konzentration an Rifamycin O u¨berschritten wird,
fa¨llt dieses aus und ist als Feststoﬀ fu¨r die weitere Hydrolyse nicht mehr zuga¨nglich.
Da dieses Verhalten in sauren Lo¨sungen deutlich ausgepra¨gter ist, wurden weiter-
hin basische Lo¨sungen verwendet. Des Weiteren la¨sst sich das Pra¨zipitieren von
Rifamycin O durch Erho¨hung des Methanol-Gehaltes der verwendeten Lo¨sungen
unterdru¨cken. Wenn 10 mM Rifamycin B eingesetzt wird entsteht in dem Sys-
tem eine gewisse Menge an Rifamycin O. Um die Mindestmenge an Methanol, die
beno¨tigt wird um diese Menge an Rifamycin O in Lo¨sung zu halten, wurde die
Methanol Menge in 10 % Schritten erho¨ht (siehe Abbildung 12):
Abbildung 12: Produktverteilung bei schrittweiser Erho¨hung des Methanolgehaltes.
Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einer Konzentration von 28,5 % Methanol,
noch große Mengen an Rifamycin O vorhanden sind. Wird dagegen 37,5 % Me-
thanol verwendet steigt der Anteil an Rifamycin S deutlich an was auf die bessere
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Hydrolyse von gelo¨stem Rifamycin O zuru¨ckzufu¨hren ist. Deutlich hervorzuheben
ist jedoch die Tatsache, dass dieses Ergebnis nur fu¨r die verwendete Startkonzen-
tration von 10 mM Rifamycin B gilt. Bei ho¨herer Rifamycin B Konzentration kann
bei schneller Oxidation auch eine gro¨ßere Menge an Rifamycin O entstehen, sodass
auch eine ho¨here Menge an Methanol zur Verhinderung der Pra¨zipitation beno¨tigt
wu¨rde.
4.1.3 Zeitverlauf
Die unter 4.1.2 festgestellte Mindestmenge von 37,5 % Methanol wurde auf die Pro-
duktbildung im zeitlichen Verlauf untersucht. In Abbildung 13 ist das Verha¨ltnis
der Produkte u¨ber eine Zeitspanne von 240 min dargestellt:
Abbildung 13: Produktverteilung der Reaktion von Rifamycin B zu Rifamycin S aufge-
tragen gegen die Zeit.
Die Bildung an Rifamycin S ist direkt proportional zur Abnahme an Rifamycin
B. Bemerkenswert ist auch die Beobachtung, dass die Menge an Rifamycin O zu
keiner Zeit eine Grenze, hier 1,2 mM, u¨berschreitet. Diese Feststellung stu¨tzt die
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Hypothese, dass die entsprechende Konzentration an Methanol in der Lage ist,
das entstehende Rifamycin O in Lo¨sung und damit fu¨r die Hydrolyse verfu¨gbar zu
halten.
4.1.4 Hohe Methanol-Konzentration
Da, wie unter 4.1.2 gezeigt wurde, eine Erho¨hung der eingesetzten Menge an Ri-
famycin B auch eine Erho¨hung des Methanolgehaltes nach sich zieht, wurde das
Verhalten der Systeme bei hohen Methanol-Konzentrationen getestet. Dafu¨r wur-
de die Rifamycin B Konzentration verzweieinhalbfacht und ein Methanol-Gehalt
von 70, 80 und 90 % untersucht (siehe Abbildung 14).
Abbildung 14: Produktverteilung bei schrittweiser Erho¨hung des Methanolgehaltes um
jeweils 10 %
Bei der Betrachtung der Oxidation klar ersichtlich, dass eine hohe Methanolkon-
zentration die Reaktion nicht verlangsamt, sondern im Gegenteil eher befo¨rdert.
Allerdings wird die Hydrolyse gehindert und die Bildung des unerwu¨nschten Ne-
benproduktes nimmt zu.
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4.1.5 Reaktion in reinem Methanol
Nachweis der Umesterung
Die postulierte basenkatalysierte Hydrolyse (Schema 2) von Rifamycin O ist
ein Spezialfall einer Esterhydrolyse. Die Experimente aus meiner Diplomarbeit
besta¨tigen diese Hypothese: Ein steigender pH-Wert fu¨hrte zu einer Vergro¨ßerung
der Hydrolyseaktivita¨t.36 Aus dieser Beobachtung folgt eine weitere Hypothe-
se: Wenn eine Esterhydrolyse mo¨glich ist kann auch eine Umesterung mo¨glich
sein. Das folgende Experiment wurde wie unter 3.4 beschrieben unter Argon-
Schutzgasatmospha¨re und mit u¨ber CaH2 getrocknetem Methanol durchgefu¨hrt,
um die wa¨ssrige Hydrolyse ausschließen zu ko¨nnen.
Nach 20 min bei 60 °C wurden 60 % Rifamycin S nachgewiesen. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die Umesterung mit Methanol durchgefu¨hrt werden kann und
die zwei stuﬁge Synthese von Rifamycin S aus Rifamycin B unter Ausschluss von
Wasser stattﬁnden mo¨glich ist.
Einﬂuss der Konzentration
Der mit der Verwendung von reinem Methanol einhergehende Vorteil der ver-
gro¨ßerten Lo¨slichkeit von Rifamycin B wurde quantitativ untersucht. Dafu¨r wur-
den 40 mg Rifamycin B und die a¨quimolare Menge an APS (12 mg) vorgelegt
und mit unterschiedlichen Volumina an Methanol (400 μl, 500 μl, 600 μl, 1000 μl)
versetzt. Die dadurch erhaltenen Substratkonzentrationen sowie die Produktver-
teilung nach 20-minu¨tiger Reaktion bei 60 °C sind in Tabelle 3 dargestellt. Dieses
Ergebnis ist u¨berraschend, da bei 40 mg Rifamycin B die Lo¨slichkeit in 400 μl Me-
thanol deutlich u¨berschritten wird. Da die Produkte gut in Methanol lo¨slich sind,
ko¨nnte dies das Gleichgewicht verschieben und daher die geringen Konzentrationen
bevorzugen. Fu¨r die folgenden Optimierungen wurden 132 mM verwendet.
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Tabelle 3: Umsetzung von Rifamycin B mit verschiedenen Methanolvolumina.
Substrat Konzen-
tration [mM]
Rifamycin
B [%]
Rifamycin
O [%]
Rifamycin
S [%]
Neben
Produkt [%]
53 22 59 18 1
88 12 47 36 4
106 16 36 46 2
132 6 33 52 9
Reaktion in anderen Lo¨sungsmitteln
Nach dem positiven Ergebnis der Wasser-freien Rifamycin O Umsetzung wurde
die Reaktion in anderen Lo¨sungsmittel getestet (siehe Abbildung 15).
Abbildung 15: Produktverteilung bei Verwendung von jeweils 1000 μl unterschiedlicher
Lo¨sungsmittel.
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Mit Methanol ist deutlich die beste Oxidations- und Hydrolyseaktivita¨t zu ver-
zeichnen. Die Spuren an Rifamycin S, die bei den anderen Lo¨sungsmittel auftre-
ten, ko¨nnen durch im Lo¨sungsmittel gelo¨stes Wasser erkla¨rt werden, da dieses
Experiment nicht mit getrockneten Lo¨sungsmittel durchgefu¨hrt wurde.
Optimierung der Reaktion
Die Tatsache, dass Methanol in der Lage ist nicht nur als Lo¨sungsmittel zu fun-
gieren sondern auch die Abspaltung des Acetals zu bewerkstelligen muss nicht
bedeuten, dass reines Methanol die beste Reaktionsbedingung fu¨r die Reaktion
darstellt. Daher wurde der Einﬂuss kleiner KPi-Puﬀermengen auf die Produktbil-
dung getestet (siehe Abbildung 16).
Abbildung 16: Produktverteilung bei Verwendung unterschiedlicher Mengen an KPi-
Puﬀer.
Es ist zu erkennen, dass die Hydrolyse ohne Zugabe von Puﬀer erwartungsgema¨ß
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nicht optimal ist. Die Zugabe von 1 % Puﬀer verbessert die Hydrolyse ohne die
Oxidation zu verlangsamen. Bei einem ho¨herem Anteil an Puﬀer wird die Oxida-
tion schlechter, weswegen die optimale Puﬀermenge 1% betra¨gt.
4.2 Nicotinamid-Cofaktoren
4.2.1 Potentiale der synthetisierten Cofaktoren
Die Potentiale der Nicotinamid-Cofaktoren wurden wie in 3.5 angegeben mittels
Cyclovoltammetrie bestimmt.102 Hierfu¨r wurden Cyclovoltammogramme, wie in
Abbildung 17 fu¨r NADH 2, NAAH 1, NABH 5 und NAPH 7 dargestellt, aufge-
nommen. Die aus den Cyclovoltammogrammen abgelesenen Oxidationspotentiale
Abbildung 17: Cyclovoltammogramm von NADH 2, NAAH 1, NABH 5 und NAPH
7 aufgenommen in DMSO. Als Referenzelektrode wurde Glassy Carbon und als Refe-
renzsubstanz Ferrocen verwendet. Gemessen von Dipl. Chem. I. Lo¨w.
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(E) wurden anschließend gegen die Standard-Wasserstoﬀelektrode (SHE) unter Zu-
hilfenahme des Standards Ferrocen (E=0,4 V gegen die SHE)103,104 umgerechnet
und somit vergleichbar gemacht. Die so erhaltenen Oxidationspotentiale sind aus
Tabelle 4 zu entnehmen.
Tabelle 4: Aus Cyclovoltammogrammen entnommene Oxidationspotentiale E gegen die
SHE umgerechnet.
NADH NAAH NABH NAMH NAPH NANH
E° [V] 0,12 -0,02 -0,07 -0,21 -0,22 -0,52
4.2.2 Initiales Aktivita¨tsscreening
Um die generelle Aktivita¨t der synthetischen Nicotinamid-Cofaktoren zu untersu-
chen wurde ein Set an Nicotinamid-Cofaktor-abha¨ngigen Enzymen zusammenge-
stellt und mit den entsprechenden Standard-Substraten umgesetzt. Zu den getes-
teteten Enzymen geho¨rten die Folgenden:
• Flavin-abha¨ngige En-Reduktasen (Morphinon Reduktase aus Pseudomonas
putida M10 (MR)105 und Nicotinamid dependent cyclohexenone reductase
aus Zymomonas mobilis (NCR)106)
• Flavin-freie En-Reduktase aus Nicotinia tabacum (NtDBR)107
• R-speziﬁsche Iminreduktasen (aus Streptosporangium roseum (IREDsr) und
aus Streptomyces turgidiscabies (IREDst))108
• Alkohol Dehydrogenase (aus Hefe (YADH) und aus Pferdeleber (HLADH))59
• P450 Monooxygenasen (P450 BM3, Maq.)
109
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Diese ersten Ergebnisse wurden nicht quantiﬁziert, da die Frage nach der generellen
Aktivita¨t mit synthetischen Cofaktoren zu Beginn des Projektes nur positiv oder
negativ zu beantworten war. Um sie jedoch relativieren zu ko¨nnen wurde den
synthetischen Cofaktoren (NAAH 1, NACMH 4, NABH 5, NAMH 6, NAPH 7,
NANH 8) die Reaktion mit den natu¨rlichen Cofaktoren NADH 2 und NADPH 3
gegenu¨bergestellt.
Flavin-tragende En-Reduktasen
Die erste mit den synthetischen Cofaktoren getestete Reaktion war eine von En-
Reduktasen katalysierte C=C Bindungsreduktion (siehe Schema 9)
O
O
O
O
1-8
En-Reduktase
Schema 9: Reduktion von Ketoisophoron zu Levodion, katalysiert von einer En-
Reduktase.
In Abbildung 18 ist ein GC-Chromatogramm nach 14 h Reaktionszeit zu sehen.
Verwendet wurde aufgereinigter NCR Wildtyp und die Cofaktoren 1, 2, 4, 5, 6,
7 und 8 wie unter 3.5 beschrieben. Es ist gut zu erkennen, dass die Cofaktoren
alle vergleichbare Ergebnisse zeigen. Die lange Reaktionszeit von 14 h fu¨hrt zur
Vernachla¨ssigung kinetischer Eﬀekte. Interessant ist die nur 50 %ige Umsetzung
des Substrates trotz a¨quimolerer Zugabe von Substrat und Cofaktor. Produktin-
hibierung durch den Cofaktor oder das Produkt, oder Enzyminaktivierung wa¨ren
denkbare Erkla¨rungen.
Um ausschließen zu ko¨nnen, dass es sich bei dem positiven Ergebnis mit NCR um
einen Einzelfall handelt, wurde eine weitere Flavin-abha¨ngige En-Reduktase, die
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Abbildung 18: U¨berlagerte GC-Chromatogramme der Umsetzungen von Ketoisopho-
ron mit NCR WT und verschiedenen Cofaktoren.
MR, mit der gleichen Reaktion (Schema 9) getestet (siehe Abbildung 19).
Abbildung 19: U¨berlagerte GC-Chromatogramme der Umsetzungen von Ketoisopho-
ron mit MR WT und verschiedenen Cofaktoren.
Dieses Experiment zeigt eine weitere erfolgreiche Katalyse mit synthetischen Co-
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faktoren, auch wenn die Abweichungen von der Reaktion mit dem natu¨rlichen
Cofaktor gro¨ßer als bei der Reaktion mit NCR sind. Die MR scheint eine ausge-
pra¨gtere Cofaktorspeziﬁta¨t als NCR zu haben, dennoch scheinen Flavin-abha¨ngige
En-Reduktasen als Katalysatoren in diesem System geeignet zu sein.
Flavin-freie En-Reduktasen
Die Vero¨ﬀentlichung einer Flavin-freien En-Reduktase von Nigel Scrutton et al.
ermo¨glichte den Vergleich von Flavin-abha¨ngigen und -freien En-Reduktasen in
Systemen mit synthetischen Cofaktoren. In diesem Experiment wurden die glei-
chen Cofaktoren wie beim initialen Aktivita¨tsscreen der Flavin-abha¨ngigen En-
Reduktasen (4.2.2) verwendet. In Abbildung 20 ist klar ersichtlich, dass keine
Umsetzung mit den synthetischen Cofaktoren stattfand.
Abbildung 20: U¨berlagerte GC Chromatogramme der Umsetzungen von Ketoisopho-
ron mit NtDBR und verschiedenen Cofaktoren
69
4.2 Nicotinamid-Cofaktoren
Dieses Ergebnis war erwartet, da schon in der Vero¨ﬀentlichung eine sehr hohen
Speziﬁta¨t der NtDBR gegenu¨ber NADPH festgestellt wurde (1600:1). Da keine
weitere Flavin-freie En-Reduktase vorlag wurde zum Vergleich auf andere a¨hnliche
Flavin-freie Enzyme zuru¨ckgegriﬀen.
Iminreduktasen
Mit dem negativen Ergebnis der NtDBR galt es zu u¨berpru¨fen, ob die Reaktivita¨t
der synthtischen Cofaktoren ga¨nzlich vom Flavin abha¨ngig ist. Eine weitere Dop-
pelbindung reduzierende Enzymklasse sind die Iminreduktasen, die die Reduktion
von Iminen zu Aminen katalysieren: (siehe Schema 10)
HNN 1, 3, 5
Iminreduktase
Schema 10: Reduktion von 2-Methylpyrrol zu 2-Methylpyrrolidin katalysiert von Imin-
reduktasen
Da dieses Experiment der Kontrolle galt wurde im Folgenden nur der natu¨rliche
Cofaktor NADPH 3 mit den zwei synthetischen Cofaktoren NAAH 1 und NABH
5 verglichen. Es wurden zwei verschiedene Iminreduktasen, getestet: IREDsr und
IREDst. Die u¨berlagerten Chromatogramme sind in Abbildung 21 dargestellt.
Die Reaktion mit NADPH 3, die als Positivkontrolle zu verstehen ist, zeigt einen
Produkt-Peak (blau). Bei den synthetischen Cofaktoren NAAH 1 und NABH 5
ist hingegen keine Produktbildung nachzuweisen. Dieses Ergebnis spricht fu¨r die
Inaktivita¨t von NABH 5 und NAAH 1 als Reduktionsa¨quivalente.
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Abbildung 21: U¨berlagerte GC Chromatogramme der Umsetzungen von 2-
Methylpyrrol mit IREDsr, IREDst und verschiedenen Cofaktoren
Alkoholdehydrogenasen
Wie in der Einleitung (siehe 1.4) beschrieben, haben NADH 2 und NADPH 3
unterschiedliche physiologische Aufgaben. Ihre Unterscheidung ist sehr diﬃzil und
beruht auf unterschiedlichen Bindungsstellen im Enzym. Die bisher untersuchten
Flavin-freien Enzyme waren jeweils NADPH-speziﬁsch, was die Inakzeptanz der
synthetischen Cofaktoren erkla¨ren kann. Deshalb ist die Untersuchung NADH-
abha¨ngiger Flavin-freier Reduktasen der na¨chste logische Schritt. Als solche kom-
men Alkoholdehydrogenasen in Frage. Die Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber
(HLADH) wird physiologisch dazu genutzt Alkohol zu Acetaldehyd zu oxidie-
ren,5 wa¨hrend die Alkoholdehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae (Ba¨cker-
hefe, engl. yeast, YADH) seit Jahrtausenden dazu genutzt wird trinkbaren Alkohol
herzustellen(siehe Schema 11).41
Es wurden sowohl die HLADH als auch die YADH getestet. Beide Enzyme lagen in
lyophilisierter, also in gefriergetrockneter Form vor und wurden fu¨r die Reaktion
wieder in Lo¨sung gebracht. Die erhaltenen Chromatogramme sind in Abbildung 22
zu sehen.
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O 1,2 4-8
Alkoholdehydrogenase
OH
Schema 11: Von Alkoholdehydrogenasen katalysiertes Gleichgewicht zwischen Zimtal-
dehyd und Zimtalkohol
Abbildung 22: U¨berlagerte GC Chromatogramme der Umsetzungen von Zimtaldehyd
zu Zimtalkohol mit YADH und verschiedenen Cofaktoren
Auch in diesem Bespiel ist zu sehen, dass die nicht natu¨rlichen Cofaktoren nicht
als Reduktionsa¨quivalent akzeptiert werden. Der U¨bergangszustand der Reaktion
scheint zu sehr von der Positionierung der zwei Substrate abzuha¨ngen, weswegen
im Folgenden Flavin-freie Enzyme von den Experimenten ausgenommen wurden.
Stattdessen wurde eine weitere Klasse von Enzymen getestet. Es handelte sich
hierbei um Ha¨m-Enzyme, die eine Flavin-abha¨ngige Reduktase vorgeschaltetet
haben: Die Enzyme der P450 Familie.
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P450 Monoxygenasen
In den bisher gezeigten Experimenten war die Fa¨higkeit nicht natu¨rliche Cofak-
toren nutzen zu ko¨nnen eine Eigenschaft, die nur Flavin-abha¨ngigen Enzymen zu
eigen war. Die Frage, ob sich diese Cofaktorpromiskuita¨t, also die Fa¨higkeit ande-
re Cofaktoren als den natu¨rlichen nutzen zu ko¨nnen, ausschließlich auf Enzyme,
die nach dem ping-pong bi-bi Mechanismus agieren beschra¨nkt, sollte mit dem
folgenden Experiment gekla¨rt werden. Die Enzyme der P450 Familie besitzen wie
unter 1.4 beschrieben eine Flavinkaskade die in der Reduktion von Ha¨m endet, das
wiederum O2 aktiviert. Die aktive Fe(IV)=O Spezies kann daraufhin die Substrate
hydroxylieren (siehe Schema 12).110
OH
O
OH
OOH
OH
OH
P450 BM3
OH
O
OH
O
P450 M. aq.
(CPR/PFOR)
OH
1, 2, 4-9
1, 2, 4-9
Schema 12: P450 katalysierte Oxidation von Dodecansa¨ure
Die Arbeiten von Honda und Scheps109 zeigten, dass es mo¨glich ist die Monooxy-
genase von Marinobacter aquaeloei CYP153A sowohl mit der Reduktasedoma¨ne
der P450 BM3 von Bacillus megaterium als auch mit der Reduktasedoma¨ne von
Rhodococcus ruber (Pfor) zu fusionieren. Im Folgenden wurden die zwei Enzyme
CYP153A-PFOR und CYP153A-CPR getestet. Des Weiteren wird das Enzym
P450 BM3-CPR (original) der Versuchsreihe hinzugefu¨gt. Es werden die Cofak-
toren NAAH 1, NADPH 3, NACMH 4, NABH 5, NAPH 7 NANH 8 mit dem
Substrat Dodecansa¨uresa¨ure untersucht. Die Ergebnisse sind im Folgenden darge-
stellt (siehe Abbildung 23 und Abbildung 24).
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Abbildung 23: P450 BM3-CPR katalysierte Oxidation von Dodecansa¨ure mit verschie-
denen Cofaktoren
Die zuvor festgestellte Tendenz, dass ein Flavin im Enzym no¨tig ist wird hier
besta¨tigt. Dabei scheint es keine Rolle zu spielen ob das Flavin direkt an der
Substratreduktion beteiligt ist oder Teil einer Reduktionskaskade ist. Bemerkens-
wert ist hierbei, dass die Enzyme der P450 Familie durch die Sauerstoﬀaktivierung
oxidierend wirken im Gegensatz zu En-Reduktasen die Substrate reduzieren. Das
dazu beno¨tigte Reduktionsa¨quivalent kann sowohl von den natu¨rlichen wie auch
von den synthetischen Cofaktoren stammen.
4.2.3 Untersuchung des Substrat- und Enzymspektrums der syntheti-
schen Cofaktoren
Dass arylderivatisierte Nicotinamid Cofaktoren als alternative Hydriddonoren zu
NADH 2 dienen ko¨nnen, konnte im vorangegangen Abschnitt (4.2.2) fu¨r En-
Reduktasen und Enzyme der P450 Familie gezeigt werden. Die einfache Expres-
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Abbildung 24: Von P450 Maq-PFOR (links) und P450 Maq-CPR (rechts) katalysierte
Oxidation von Dodecansa¨ure
sion, die hohe Lo¨sungsmitteltoleranz und ausgezeichnete Aktivita¨t machten die
En-Reduktasen zur ersten Wahl fu¨r weitere Experimente. Um die Interaktion mit
unterschiedlichen Substraten zu untersuchen wurden folgende Enzyme gewa¨hlt:
Nicotinamid dependent cyclohexenone reductase (NCR), Morphinon Reduktase
(MR), Old Yellow Enzyme 1 (OYE1) und Old Yellow Enzyme 3 (OYE3) Als Sub-
strate dienten die in Schema 13 dargestellten, aktivierte Doppelbindungen enthal-
tenden Moleku¨le mit unterschiedlichen sterischen Anspru¨chen.
O O O O
2-Methyl-pentenal α-Methyl-zimtaldehyd E-Citral Z-Citral
18 19 20 21
Schema 13: Mo¨gliche Substrate fu¨r die von En-Reduktasen katalysierte C=C Bin-
dungsreduktion
Die Cofaktoren betreﬀend wurde ein Set aus drei synthetischen (NAAH 1, NABH
5 und NAPH 7) im Vergleich mit NADH 2 zusammengestellt. NAAH 1 weist ein
kleineres, NABH 5 ein vergleichbares und NAPH 7 ein ho¨heres Reduktionspoten-
tial im Vergleich zu NADH auf. Da sie eine a¨hnliche Gro¨ße haben, ko¨nnen sie
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somit in Relation zueinander gesetzt werden. Die Reaktionen wurden wie unter
3.5 beschrieben durchgefu¨hrt und sind in Tabelle 5 - Tabelle 8 dargestellt.
Auch in diesem Experiment konnte besta¨tigt werden, dass die syn. Cofaktoren sehr
gute Surrogate sind. Mehr noch konnte gezeigt werden, dass sie oftmals besser als
der natu¨rliche Cofaktor NADH funktionieren.
Tabelle 5: Umsetzung mit NCR
Umsetzung [%] NAAH NADH NABH NAPH
2-Methyl-pentenal (18) 53.7± 5.0 68.6± 1.2 54.2± 2.6 82.0± 3.5
α-Methyl-zimtaldehyd (19) 65.2± 4.8 68.7± 1.1 66.1± 2.7 95.6± 3.1
E-Citral (20) 74.0± 1.0 33.0± 0.5 68.0± 1.6 91.9± 6.9
Z-Citral (21) 62.3± 0.8 46.8± 9.5 51.3± 6.3 88.9± 9.3
Bei der Umsetzung mit NCR ist schon nach 20 Minuten ein hoher Umsatz fu¨r
alle Substrate festzustellen. α-Methyl-zimtaldehyd 19 zeigt die ho¨chsten Umsa¨tze,
was durch die zusa¨tzliche Aktivierung durch den aromatischen Ring zu erkla¨ren
ist. Dabei scheint auch der erho¨hte Platzbedarf im aktiven Zentrum im Vergleich
zu 2-Methyl-pentenal 18 nicht zum Nachteil zu werden. Werden die sterisch an-
spruchsvollsten Substrate des Sets E- und Z-Citral betrachtet, kann festgestellt
werden, dass im Besonderen NADH empﬁndlich auf die Vergro¨ßerung reagiert.
Ungeachtet dessen ist NAPH fu¨r alle getesteten Substrate mit NCR der beste
Cofaktor und zeigt ausgezeichnete Umsetzungen.
Die Morphinon Reduktase ist im Vergleich zu NCR ein deutlich schlechterer Kata-
lysator. Die besten Umsa¨tze zeigen sich bei den Substraten 2-Methyl-pentenal 18
und α-Methyl-zimtaldehyd 19 mit dem Cofaktor NADH und liegen bei 24 - 28 %.
NAPH ist nahezu gleich (18 und 23 % respektive) und zeigt die generell schlechte
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Tabelle 6: Umsetzung mit MR
Umsetzung [%] NAAH NADH NABH NAPH
2-Methyl-pentenal (18) 12.2± 0.1 24.1± 3.3 10.2± 0.6 18.5± 2.3
α-Methyl-zimtaldehyd (19) 17.8± 0.5 27.6± 0.4 18.3± 0.4 22.8± 0.2
E-Citral (20) 1.9 ± 0.1 4.3 ± 0.1 1.6 ± 0.1 2.5 ± 0.1
Z-Citral (21) 5.0 ± 0.1 10.2± 0.1 3.8 ± 0.4 7.3 ± 0.1
Akzeptanz von syn. Cofaktoren genauso deutlich wie wie Umsa¨tze von NAAH und
NABH. Dieses Ergebnis bildet das unter 4.2.2 erlangte Ergebnis genau ab. Die
u¨brigen Substrate liegen mit unter 10 % Umsatz weit unter den beschriebenen.
Tabelle 7: Umsetzung mit OYE1
Umsetzung [%] NAAH NADH NABH NAPH
2-Methyl-pentenal (18) 18.7± 0.7 6.6 ± 0.4 44.5± 0.9 36.3± 1.2
α-Methyl-zimtaldehyd (19) 45.0± 0.2 22.9± 0.4 65.7± 2.9 85.6± 2.7
E-Citral (20) 7.3 ± 0.3 1.8 ± 0.1 14.1± 0.2 7.6 ± 0.9
Z-Citral (21) 1.5 ± 0.1 0.4 ± 0.0 3.0 ± 0.1 1.4 ± 0.2
OYE1 stellt sich als guter Katalysator dar. Wie auch bei den beiden zuvor beschrie-
benen Enzymen wird auch hier α-Methyl-zimtaldehyd 19 von allen Cofaktoren
besser umgesetzt als 2-Methyl-pentenal 18. Sehr interessant ist hier das deutliche
Verha¨ltnis NAPH:NADH von 6:1 bzw. 4:1 aber auch die anderen Cofaktoren zei-
gen erho¨hte Umsa¨tze gegenu¨ber NADH. Bemerkenswert ist besonders NABH, das
bis auf die Reaktion mit α-Methyl-zimtaldehyd 19 die besten Ergebnisse liefert
und damit auf eine besondere Eﬀektivita¨t zwischen bestimmten Cofaktoren und
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Enzymen hinweist. In diesem Fall scheint das Potential nicht allein ausschlagge-
bend zu sein, sondern eine wirkungsvolle Hydridu¨bertragung die z.B. durch die
Geometrie der aktiven Tasche in Kombination mit der geknickten Struktur von
NABH zu Stande kommen ko¨nnte.
Tabelle 8: Umsetzung mit OYE3
Umsetzung [%] NAAH NADH NABH NAPH
2-Methyl-pentenal (18) 30.3± 0.6 21.7± 0.6 51.4± 1.0 31.3± 0.5
α-Methyl-zimtaldehyd (19) 32.0± 0.4 19.8± 0.6 52.4± 1.1 37.9± 0.5
E-Citral (20) 2.7 ± 0.2 2.8 ± 0.1 6.6 ± 0.1 1.7 ± 0.1
Z-Citral (21) 1.5 ± 0.1 1.0 ± 0.0 4.6 ± 0.1 0.9 ± 0.0
Bei der Betrachtung von OYE3 zeigt sich die evolutiona¨re Verwandtschaft zu
OYE1. Wieder ist es NABH, das durchweg die ho¨chsten Umsa¨tze zeigt und in
diesem Fall Faktor 2.5 besser als NADH ist. Die Tendenz, dass 2-Methyl-pentenal
18 und α-Methyl-zimtaldehyd 19 wesentlich besser umgesetzt werden als E-Citral
20, Z-Citral 21 und 22 zeigt sich auch hier, mit der Ausnahme, dass OYE3 2-
Methyl-pentenal 18 und α-Methyl-zimtaldehyd 19 nahezu gleich gut als Substrat
akzeptiert.
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4.2.4 Kinetische Betrachtung von NAPH im Vergleich zu NADH
Das Experiment bezu¨glich des Substratspektrums konnte den bisher gezogenen
Schluss, dass synthetische Cofaktoren generell fu¨r En-Reduktasen geeignet sind
nicht nur besta¨rken, sondern zeigt u¨berdies, dass es Enzym-Cofaktor Kombinatio-
nen gibt, die den natu¨rlichen Cofaktor NADH in der Aktivita¨t u¨bertreﬀen. Weitere
hier nicht aufgefu¨hrte Ergebnisse zeigten, dass dieser Vorteil umso mehr verschwin-
det, je la¨nger die Reaktionszeit betra¨gt. Diese Tatsache ist leicht nachzuvollziehen
wenn man bedenkt, dass voller Umsatz nicht u¨bertroﬀen werden kann. Ist die Re-
aktionszeit lange genug gewa¨hlt, kann auch der langsamste Cofaktor zu den besten
aufschließen sofern das Enzym die erforderliche Stabilita¨t besitzt.
Daher scheint die initiale Reaktivita¨t der Cofaktoren weitaus aufschlussreicher als
die ﬁnale. Jedoch kann die Standardmethode der kinetischen Charakterisierung in
diesem Fall nicht angewendet werden. Durch die Vera¨nderung des elektrochemi-
schen Potentials der Cofaktoren vera¨ndert sich unvermeidbar auch ihr Absorpti-
onsspektrum. Leider war es nicht mo¨glich wie bei dem Paar NADH/NAD+ eine
geeignete Wellenla¨nge zur spektroskopischen Verfolgung der Reaktion zu ﬁnden.
Daher wurde die aufwendigere aber aussagekra¨ftigere Methode der Produktbe-
stimmung mittels GC gewa¨hlt. Aussagekra¨ftiger deshalb, da das gebildete Produkt
gemessen wird, also die tatsa¨chlich auftretende Reaktion. Bei der alternativen Me-
thode wa¨re nur die Abnahme an NADH zu messen, die aber auch aus anderen
Gru¨nden abnehmen kann. So ist die Flavin-NADH katalysierte Wasserstoﬀper-
oxid Produktion aus O2 beschrieben
111,112 und Reaktionen mu¨ssten daher unter
Schutzgasatmospha¨re durchgefu¨hrt werden.113–115 In dem hier hier gewa¨hlten An-
satz spielen Nebenreaktionen keine Rolle, da die Eﬀektivita¨t direkt observiert wird.
Mehr noch wu¨rde ein Cofaktor, der besonders gut die Wasserstoﬀperoxid Bildung
an Luft fo¨rderte im spektroskopischen Ansatz als besonders aktiv erscheinen ohne
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jedoch fu¨r die gewu¨nschte Reaktion geeignet zu sein. Um die Kinetik in Syste-
men mit Enzymen zu beschreiben entwickelten Michaelis und Menten116 1913 ein
mathematischen Model auf der Grundlage der Reaktion:
E + S
k1
−⇀↽−
k′
1
[ES]
k2
−→ P + E (3)
Fu¨r die Untersuchung der kinetischen Parameter Km, kcat, und vmax nach
v0 =
vmax · [S]
Km + [S]
(4)
und
kcat =
vmax
[E] + [ES]
(5)
wird die untersuchte Reaktion mit unterschiedlichen Substrat-Konzentrationen
durchgefu¨hrt und u¨ber die Zeit betrachtet. Betrachtet man bei einer Konzen-
tration den Produktanstieg gegen die Zeit wird zuerst ein linearer Anstieg der
Reaktionsprodukte oder die Abnahme der Substrate beobachtet. Diese initiale
Phase entspricht einer Reaktion erster Ordnung mit anschließender Konvergenz
zum maximalen Umsatz; durch Produktinhibierung entsteht nicht zwangsla¨uﬁg
Totalumsatz. Berechnet man aus dem linearen Teil der Kurve die Umsatzrate (v0)
nach
v0 =
[P ]
t
(6)
erha¨lt man fu¨r jede Konzentration einen Wert v0. Diese Werte gegen die
Substrat-Konzentration aufgetragen ergeben eine Kurve aus der sich vmax und
Km (= 0,5 · vmax) ablesen lassen.
In dem Experiment, das wie unter 3.5 beschrieben durchgefu¨hrt wurde, diente
NCR als Katalysator und Z-Citral als Substrat. Da allerdings sowohl Z-Citral als
auch der Cofaktor als Substrat gesehen werden mu¨ssen wurde das Experiment ein-
mal mit variierter Substrat und noch einmal mit variierter Cofaktor-Konzentration
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durchgefu¨hrt. Da sich NAPH 7 in 4.2.3 als bester synthetischer Cofaktor heraus-
gestellt hat, wurde es gewa¨hlt um im direkten Vergleich mit NADH betrachtet
zu werden. Auch NCR wurde auf den in 4.2.3 erhaltenen Ergebnissen als bester
Katalysator ausgewa¨hlt. Es wurde jedoch die Enzym-Konzentration um 96 % er-
niedrigt um die Reaktion besser verfolgen zu ko¨nnen. Z-Citral wurde ausgewa¨hlt,
da es ein anspruchsvolles, industriell interessantes Substrat ist. Daru¨ber hinaus ist
die Reaktivita¨t zwischen NADH 2 und den vom Potential entsprechenden, aber
deutlich kleineren Cofaktoren NAAH 1 und NABH 5 auf dem gleichen Niveau. In
Abbildung 25 sind die Stoﬀmengen pro Zeiteinheit bei unterschiedlichen Z-Citral
Ausgangs-Konzentrationen (0,1, 0,5, 1, 5, 10 mM) und gleichbleibender Cofaktor-
Konzentration (1 mM) fu¨r NADH und NAPH dargestellt: In beiden Abbildungen
Abbildung 25: Stoﬀmenge an Citronellal gegen die Reaktionszeit bei konstanter
Cofaktor-Konzentration von 1 mM und variierter Z-Citral-Konzentration (0,1-10 mM);
links NADH, rechts NAPH
ist an den lineareren Anstiegen gut zu erkennen, dass sich die Reaktionen zu den
gemessenen Zeitpunkten in der initialen Phase beﬁnden. Die initialen Raten, abge-
lesen aus den Gleichungen der Regressionsgeraden wurden in μmol/min in folgende
Michelis-Menten-Diagramme eingefu¨gt und mit dem Excel-Plugin XL Kinetics117
die entsprechenden Kurven geﬁttet (siehe Abbildung 26).
Die Auftragung der initialen Raten entsprechen nicht den erwarteten Kurven, die
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Abbildung 26: Umsatzrate gegen die Z-Citral-Konzentration (0,1-10 mM) bei kon-
stanter Cofaktor-Konzentration von 1 mM; links NADH, rechts NAPH; die roten
Punkte entsprechen den gemessenen initialen Raten, die blauen Kurven wurden mit
XL Kinetics geﬁttet
eine Konvergenz gegen einen Maximalwert vorsehen. Eine Abnahme der Umsatz-
rate bei erho¨hter Substrat-Konzentration ist jedoch bekannt und wird Substra-
tinhibierung genannt. In dem vorliegenden Fall mit NADH 2 ist davon auszuge-
hen, dass die untere Grenze an Substrat-Konzentration noch nicht erreicht ist,
bei dem die Umsatzrate wieder abnimmt was zu diesem atypischen Michalis Men-
ten Diagramm fu¨hrt. Das heißt schon Konzentrationen von 100 μM Z-Citral in-
hibieren in Anwesenheit von NADH die Reaktion. Bei NAPH 7 entspricht das
Verhalten deutlich mehr der Theorie, allerdings kann bei steigender Substrat-
Konzentration anfa¨nglich eine Zunahme an Produktbildung festgestellt werden.
Die anschließende Abnahme bei 5 und 10 mM ko¨nnte auch hier auf Substratin-
hibierung zuru¨ckzufu¨hren sein. Zu den Punkten wurden mit XL Kinetics Kurven
geﬁttet, die dem Verlauf der Messpunkte entsprechen. Die dabei verwendeten Pa-
rameter Km,vmax und KS sind fu¨r beide Cofaktoren der forlgenden Tabelle zu
entnehmen (siehe Tabelle 9)
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Tabelle 9: Verwendete Parameter bei der Berechnung der Michaelis Menten Kurven
bei variierter Citral-Konzentration und konstanter Cofaktor-Konzentration
Km [mol·l
−1] vmax [μmol·min
−1] kS [mol·l
−1]
NADH 0,0614 0,000305 0,49862
NAPH 0,1865 0,001012 15
Die selbe Vorgehensweise wurde bei gleichbleibender Z-Citral-Konzentration und
variierter Cofaktor-Konzentration angewandt. Wieder sind die erhaltenen Stoﬀ-
mengen an Citronellal bei unterschiedlicher Cofaktor-Konzentration und gleich-
bleibender Citral-Konzentration fu¨r NADH und NAPH dargestellt (siehe Abbil-
dung 27).
Abbildung 27: Stoﬀmenge an Citronellal gegen die Reaktionszeit bei konstanter Z-
Citral-Konzentration von 1 mM und variierter Cofaktor-Konzentration (0,1-10 mM);
links NADH, rechts NAPH
Wie zuvor wurden aus den Regressionsgeraden die Steigungen abgelesen und dar-
aus die initialen Raten bestimmt. Diese wurden in Abbildung 28 dargestellt.
NADH zeigte in diesem Fall den erwarteten Verlauf, ansteigend und konvergie-
rend zu einem Maximalwert. Dennoch liegen die initialen Raten, wie auch schon
zuvor, deutlich unter denen von NAPH. Bei NAPH ist in diesem Experiment ein
anderer Verlauf zu beobachten. Ein steiler Anstieg bis zu einem Maximum, gefolgt
von einer Absenkung bei ho¨herer Substrat-Konzentration deutet hier auf sta¨rkere
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Abbildung 28: Umsatzrate gegen die Cofaktor-Konzentration (0,1-10 mM) bei kon-
stanter Citral-Konzentration von 1 mM; links NADH, rechts NAPH; die roten Punk-
te entsprechen den gemessenen initialen Raten, die blauen Kurven wurden mit
XL Kinetics geﬁttet
Substratinhibierung hin. Zu bemerken ist an dieser Stelle, dass NAPH bei dem
verwendeten DMSO-Anteil von 2,5 % bei Konzentrationen > 5 mM nicht mehr
lo¨slich war und pra¨zipitierte. Dies macht den Wert 10 mM NAPH-Konzentration
fraglich. Daher wurde eine weitere Kurve ohne den Wert bei 10 mM geﬁttet. Die
dafu¨r verwendeten Parameter sind wie die Parameter fu¨r NADH aus Tabelle 10
zu entnehmen
Tabelle 10: Verwendete Parameter bei der Berechnung der Michaelis Menten Kurven
bei variierter Cofaktor-Konzentration und konstanter Citral-Konzentration
Km [mol·l
−1] vmax [μmol·min
−1] kS [mol·l
−1]
NADH 3.80239 0.000453 -
NAPH 0.09680 0.003323 1.81399
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4.3 Enzymkatalysierte Carbenreaktionen
4.3.1 Substratspektrum der NH-Insertion
Nicht literaturbekannte Anilinderivate
Die Charakterisierung einer Reaktion gelingt oftmals durch Variation der Substra-
te, insbesondere wenn diese nicht nur sterische sondern elektronische Einﬂu¨sse wie
z.B. bei Elektronen schiebenden Gruppen an aromatischen Ringen aufweisen. Die
Reaktivita¨t von Moleku¨len mit unterschiedlichen Substituenten kann allerdings in
Enzymen aufgrund von sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungen von er-
warteten Werten abweichen (siehe 5.2.3). Aus den Publikationen von Arnold et al.
geht hervor, dass Enzyme aus der P450 Familie in der Lage sind Carbenreaktionen
zu katalysieren.87,118,119 Daru¨ber hinaus zeigten Fasan et al., dass auch Myoglobin
diese Reaktionen katalysieren kann.120,121 In dem Versuch neue Enzyme zu ﬁnden,
die die Reaktion unter aeroben Bedingungen und eventuell besser katalysieren
ko¨nnen und die NH-Insertion besser zu verstehen wurde P450-M.aq.109 als E.coli -
Lysat und ein Set aus Anilin-Derivaten fu¨r die folgenden Experimente benutzt.
Es zeigte sich, dass die NH-Insertion katalysiert wurde, allerdings wurde die Bil-
dung mehrerer Produkte beobachtet (siehe Schema 14). Neben den gewu¨nschten
Produkten 23b-28b traten weitere unerwu¨nschte Nebenprodukte sowie teilweise
die zweifachen Insertionen auf. Interessant ist hierbei, dass sowohl das Produkt
als auch das Nebenprodukt beide den erwarteten Massenpeak aufweisen, aber nur
das tatsa¨chliche Produkt das richtige Fragmentierungsmuster aufweist (siehe Ab-
bildung 29).
Charakteristisch fu¨r das Produkt ist die komplette Abspaltung der Estergrup-
pe (m/z = 73) vom Moleku¨lpeak mit einer m/z von 179 bei Anilin. Daraus er-
gibt sich der Base Peak zu m/z von 106. Beim Nebenprodukt wird hingegen eine
Gruppe mit m/z = 44, mo¨glicherweise Acetaldehyd und eine Gruppe mit m/z =
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Schema 14: Katalysierte NH-Insertionsreaktion mit Ethyldiazoacetat. NP: Nebenpro-
dukt und NP2: zweifach Insertion des Nebenprodukts.
59, mo¨glicherweise Acetat abgespalten. Dieses Muster la¨sst sich fu¨r alle Anilin-
Derivate und Di-Insertionen zeigen und diente zur Unterscheidung von Produkt
und Nebenprodukt. Die Nebenprodukte ließen sich, im Gegensatz zum Produkt,
aufgrund von hoher Instabilita¨t und Flu¨chtigkeit nicht aufreinigen und somit auch
nicht identiﬁzieren.
Im folgenden sind die getesteten Substrate aufgefu¨hrt mit den Umsa¨tzen zu
den entsprechenden Produkten (siehe Tabelle 11). Das Lysat von E.coli mit
u¨berexprimiertem P450-M.aq. scheint ein guter Katalysator fu¨r die NH-Insertion
zu sein. Die Experimente zeigten, dass die Gesamtumsa¨tze mit bis zu 100 % Sub-
stratumsatz sehr hoch liegen, jedoch wird das gewu¨nschte Produkt nicht als Haupt-
produkt gebildet und es ﬁndet eine nicht na¨her charakterisierte Nebenreaktion
statt. Daru¨ber hinaus zeigt dieses Experiment, dass auch unter sauerstoﬀhaltigen
Bedingungen Produkt gebildet wird und Schutzgas, wie bisher in der Literatur
verwendet,87 nicht unbedingt verwendet werden muss.
Interessanterweise konnte in den Kontrollen mit E.coli -Lysat, das ohne P450-
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Abbildung 29: GC-Chromatogramm mit u¨berlagerten Massenspektren fu¨r das Produkt
links und das unbekannte Nebenprodukt rechts.
Enzym exprimiert wurde, Produktbildung festgesetellt werden. Dies zeigt, dass
in E.coli Proteine vorhanden sind, die diese Reaktion katalysieren. Diese Beobach-
tung war unerwartet und hoch interessant, da auch in Publikationen zu Carben
Reaktionen mit unaufgreinigten Enzymen nicht na¨her auf diese Hintergrundakti-
vita¨t eingegangen wurde. Da ein generelles Interesse an neuen Enzymen vorhanden
ist, der Katalysator im E.coli -Lysat Sauerstoﬀ tolerierte und sehr aktiv war, wurde
nicht weiter auf die Charakterisierung der Reaktion mit P450-Enzymen eingegan-
gen sondern das E.coli -Lysat weiter untersucht.
Neue Stoﬀklassen
Bei der Charakterisierung der enzymatisch katalysierten NH-Insertion, bezu¨glich
der Substrate wurde bisher nur auf die schon bekannte Stoﬀklasse der aromatischen
Amine zuru¨ckgegriﬀen. Die Carben-Insertion in weitere nukleophile Heteroatom-
Wasserstoﬀ-Bindungen der Form: XH, ist aber fu¨r viele Heteroatome beschrieben
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Tabelle 11: NH-Insertion mit den Substraten 23-28 katalysiert von P450-M.aq. E.coli -
Lysat.
Umsetzung [%]
NH2
R1
R2 Produkt, b NP, c Di-Insertions
Produkt, d
NP2, e gesamt
R1=R2=H (23) 4,1 77,6 3,6 14,6 100
R1=NO2 R
2=H (24) 17,2 75,8 0 0 93,0
R1=H R2=NO2 (25) 6,3 60,3 0 0 66,6
R1=Cl R2=H (26) 26,7 45,2 20,3 0 92,1
R1=H R2=OMe (27) 4,0 46,7 14,7 34,5 100
R1=Cl R2=OMe (28) 22,8 25,5 1,9 49,8 100
die noch nicht fu¨r enzymatische Systeme bekannt sind. Deshalb wurden im folgen-
den die Stoﬀklassen aromatische Alkohole (Phenole), aromatische Thiole (Thio-
phenole) und aliphatische Amine mit Lysat getestet. Das Schema ist im folgenden
aufgefu¨hrt (siehe Schema 15).
Mit Ausnahme der Thiophenole gelang die enzymkatalysierte Insertionsreaktion
auch mit bisher nicht literaturbekannten Nukleophilen. Thioverbindungen neigen
unter Sauerstoﬀatmospha¨re zur Disulﬁdbildung wie z.B. die Oxidation von Glutha-
tion GSH zu Glutathion-Disulﬁd GSSG.122 Dadurch wurden die Thiole inaktiviert
und es konnte keine SH-Insertion beobachtet werden. Die Phenol Insertionen waren
erfolgreich, konnten aber beide auch mit Ha¨minchlorid mit gleichem Umsatz ge-
zeigt werden. Dazu im Gegensatz stehen die Insertionen mit aliphatischen prima¨ren
Aminen, die beide mit Ha¨minchlorid keine Reaktion zeigten und daher den Aspekt
der enzymatischen Katalyse sehr gut verdeutlichen. Hexylamin scheint allerdings
deutlich zu reaktiv und liefert ausschließlich das doppelte Insertionsprodukt (sie-
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Schema 15: Katalysierte Insertionsreaktion mit Ethyldiazoacetat. Nach dem Reak-
tionspfeil stehen links die erwarteten und rechts die detektierten Produkte mit den
entsprechenden Umsa¨tzen.
he Schema 15). α-Methylbenzylamin (33a) jedoch liefert neben dem schon vom
Anilin bekannten nicht identiﬁzierbaren Nebenprodukt das erwartete Zielmoleku¨l
Ethyl-N -(1-phenylethyl)glycinat (33b). α-Methylbenzylamin (33a) bietet als Sub-
strat noch einen weiteren Vorteil: Durch das Stereozentrum am α-Kohlenstoﬀ kann
im Enzym eine Pra¨ferenz fu¨r eines der beiden Enantiomere vorhanden sein. Eine
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Kontrolle der Stereoselektvita¨t ist daher mo¨glich.
Neue Reaktion
Die zwei freien Elektronen eines Carbens ko¨nnen ungepaart und parallel in zwei
verschiedenen Orbitalen vorliegen – dann wird es Triplett-Carben genannt – oder
gepaart und antiparallel, dann spricht man von einem Singulett-Carben. Das be-
sondere an Singulett-Carbenen ist ihre ambivalente Struktur. Mit dem unbesetzten
p-Orbital und nur einem Elektronen-Sextett sind sie elektrophil und nukleophile
Angriﬀe (siehe NH-Insertion) sind mo¨glich. Allerdings besitzen sie auch ein freies
Elektronenpaar mit dem ein nukleophiler Angriﬀ denkbar ist. Diese Eigenschaften
gelten vor allem fu¨r freie Carbene, ko¨nnen aber auch auf Metall-Carben-Komplexe
u¨bertragen werden. In Schema 16 a) ist diese Situation fu¨r ein freies Carben dar-
gestellt. Singulett-Carbene sind energetisch vor allem dann gegenu¨ber Triplett-
Carbenen bevorzugt wenn π-Donor-Substituenten, wie in der Ylid-Grenzstruktur,
vorliegen. Es kann daher auch bei den eisenkatalysierten Carben-Reaktionen von
einem Singulett-Carben ausgegangen werden, da wie in einem Phosphor-Ylid der
Phosphor respektive das Eisen als π-Donor-Ligand des pZ-Orbitals gesehen werden
kann und so die Nukleophilie versta¨rkt (siehe Schema 16 b)).123 Im Gegensatz da-
zu steht der elektronenziehende Eﬀekt der Ethylacetatgruppe, die die Nukleophilie
des Carbens senken und dessen Elektrophilie erho¨hen.
Trotz mehrerer Publikationen, unter anderem von Woo et al.,91,92 in denen gezeigt
wurde, dass die Reaktion eines Aldehyds und eines Eisen-Porphyrin-Carbens nicht
ohne die Zugabe von PPh3 ablaufen kann, wurde die Zugabe von Benzaldehyd
zu EDA und Natriumdithionit zu E.coli Lysat getestet um mo¨gliche, noch nicht
charakterisierte, Biokatalysatoren fu¨r diese Reaktion zu identiﬁzieren. Tatsa¨chlich
konnte in diesem Experiment die Umsetzung von mehreren Aldehyden zu ihren
entsprechenden Wittig Produkten gezeigt werden (siehe Schema 17). Trotz der
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Schema 16: a) Darstellung eines Carbenes mit einem von zwei Elektronen besetzten
nukleophilen sp2-artigen Orbital und einem elektrophilen freien pZ-Orbital. b) Ver-
gleich zweier mesomeren Grenzstrukturen in einem Eisen-Carben und einem Phosphor-
Ylid.
geringen Umsa¨tze waren die Produkte anhand von chemisch synthetisierten Stan-
dards und u¨ber ihre Massenspektren identiﬁzierbar.
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Schema 17: Lysat katalysierte Carbonyl-Oleﬁnierung ohne die Zugabe von Triphe-
nylphosphin.
Fu¨r die Negativkontrolle, bestehend aus 10 μM Ha¨minchlorid, konnten in keinem
Fall auch nur Spuren des Produktes nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deu-
ten auf eine ga¨nzlich neue, bisher unbekannte enzymatische Reaktivita¨t hin. Da
kein Triphenylphosphin zugegeben wurde und mit Ha¨min alleine keine Reaktion
beobachtet werden konnte, kann die Mo¨glichkeit eines anderen, Enzym-exklusiven
Mechanismus in Betracht gezogen werden.
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4.3.2 Kontrollen
Da diese Ergebnisse sowohl auf einen neuen Katalysator als auch auf eine neue Re-
aktion hindeuteten wurde großen Wert auf die entsprechenden Kontrollen gelegt.
Wie schon in den vorhergegangenen Experimenten erwa¨hnt, wurde Ha¨min-Chlorid
als literaturbekannter Katalysator fu¨r Carben-Reaktionen verwendet um den Ein-
ﬂuss des Protein-Geru¨stest zu zeigen. Als Negativkontrolle wurde Puﬀer verwen-
det, da hier keine Reaktion erwartet wurde. Beide Experimente waren negativ fu¨r
die Carbonyl-Oleﬁnierung. Diese ersten Kontrollen zeigten, dass ein noch nicht
beschriebener Katalysator fu¨r Carben-Reaktionen im E.coli -Lysat vorhanden sein
muss. Zur Besta¨tigung, dass tatsa¨chlich ein Protein fu¨r diese Reaktivita¨t verant-
wortlich ist wurde das folgende Set an Kontrollen durchgefu¨hrt und anschließend
auf Aktivita¨t getestet.
• Aktivita¨t nach Dialyse in einem 12 kDa Ausschlusspolymer gegen TRIS-
Puﬀer
• Aktivita¨t nach Aufkonzentration mit 10 kDa Membranﬁltern
• Proteinfa¨llung mit Aceton 10 < x < 50 % zeigte Aktivita¨t mit Pra¨zipitat
• Proteinfa¨llung mit NH4SO4 10 < x < 50 % zeigte Aktivita¨t mit Pra¨zipitat
• Keine Aktivita¨t im U¨berstand nach Erhitzung auf 50 °C (Hitzefa¨llung)
• Keine Aktivita¨t bei hoher Salz-Konzentration > 1M
• Abha¨ngigkeit der Produktbildung von der Protein-Konzentration
• Nach der Lyophilisation konnte ein unlo¨slicher Feststoﬀ erhalten werden, der
Aktivita¨t zeigte
Die Fa¨llungen sind ein Zeichen fu¨r den Verlust der Nativstruktur und anschließen-
de Agglomeration des Proteins. Die Inaktivierung durch hohe Salz-Konzentration
ist ebenfalls ein bekanntes Pha¨nomen bei Enzymen.17,124 Interessant ist hierbei,
dass die lo¨sliche Struktur wohl nicht entscheidend fu¨r die Reaktivita¨t ist da auch
unlo¨slicher Feststoﬀ Aktivita¨t zeigt. Die alternative Annahme der Katalysator
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ko¨nnte ein kleines chemisches Moleku¨l (wie z.B. Siderophore125 und Enterobac-
tin126) sein, konnte durch die Gro¨ßenausschlussexperimente mit 12 kDa Mem-
branﬁlter widerlegt werden. Auch die Fa¨llungen mit resultierendem inaktivem
U¨berstand und die Unlo¨slichkeit des aktiven Lyophilisats sprechen gegen ein kleines
lo¨sliches Moleku¨l. Alle diese Ergebnisse weisen auf einen Katalysator in Form eines
Proteins hin. Der Katalysator zeichnet sich durch hohe Aktivita¨t bei der Katalyse
der NH-Insertion, sowie hoher Sauerstoﬀtoleranz aus. Daru¨ber hinaus konnte eine
ga¨nzlich neue, nicht beschriebene Reaktion mit diesem Katalysator durchgefu¨hrt
werden. Da die wirtschaftlichen Vorteile eines vergro¨ßerten Substratspektrums und
der Arbeit unter aeroben Bedingungen auf der Hand liegen und das wissenschaft-
liche Interesse neuer Reaktionen und Katalysatoren betra¨chtlich ist, wurde die
weitere Charakterisierung des Katalysators zugunsten seiner Identiﬁkation zuru¨ck
gestellt. Da es mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein Protein handelte, wurden
die weiteren Experimente zur Aufreinigung des unbekannten Katalysators auf der
Grundlage bekannter biologischer Chromatographieverfahren durchgefu¨hrt.
4.3.3 Strategie zur Identiﬁkation des neuen Katalysators
Die Vorgehensweise bei der Identiﬁkation eines unbekannten Proteins verla¨uft oft-
mals nach dem gleichen Muster:127 Es werden mehrere orthogonale Reinigungs-
schritte nacheinander durchgefu¨hrt, wobei nach jedem Schritt Aktivita¨t nachge-
wiesen werden soll. Dadurch erha¨lt man Proteine hoher Reinheit, die dann sequen-
ziert werden ko¨nnen z.B. durch Sequenzierung nach Edman,128,129 Sanger130 oder
wie in diesem Projekt Analyse per MALDI-TOF-TOF oder LC-ESI-MS/MS und
Vergleich mit Proteindatenbanken in Kooperation mit der Universita¨t Hohenheim,
namentlich Jens Pfannstiel. Diese Strategie ist in Abbildung 30 bildlich dargestellt.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der geplanten Proteinaufreinigung. Die pyra-
midale Form symbolisiert die abnehmende Menge an Protein in jeder Stufe.
Trotz der klar deﬁnierten Strategie stellten sich eine Reihe von unerwarteten Her-
ausforderungen bezu¨glich der Aktivita¨tstests in diesem Projekt heraus: Das Ziel-
protein liegt in einer natu¨rlich in der Zelle auftretenden (mo¨glicherweise sehr ge-
ringen) Konzentration vor. Dadurch war es teilweise nicht mo¨glich das Zielprotein
in einer Fraktion in nachweisbarer Menge anzureichern. Der Umsatz der Reakti-
on ist generell sehr gering und lag daher oftmals unter der Nachweisgrenze. Ar-
beitsschritte die zur Erho¨hung der Protein-Konzentration und der daraus folgen-
den Erho¨hung des Umsatzes dienten, fu¨hrten zur Inaktivita¨t und konnten deshalb
nicht angewendet werden. Die Salz-Konzentration musste gering gehalten werden,
da eine hohe Salz-Konzentration inhibitorisch wirkte. Alle diese Punkte fu¨hrten zu
oftmals falsch-negativen Ergebnissen der Aktivita¨tstests und machten eine sukzes-
sive Abfolge der einzelnen Aufreinigungen sehr beschwerlich da die Katalysator-
Konzentrationen naturgema¨ß mit der Gesamtproteinmenge abnahm und dadurch
sehr klein werden kann. Folgende Arbeitsschritte wurden entwickelt und sukzessive
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in das Protokoll aufgenommen um eine ausreichend hohe Produkt-Konzentration
zur Analyse zu erhalten:
1. Dialyse gegen 5 mM Ammoniumformiat-Puﬀer um eine einheitliche und
durch die Flu¨chtigkeit von Ammoniumformiat niedrige Salz-Konzentration
zu erreichen
2. Lyophilisation der gesamten Fraktion damit die Flu¨ssigkeitsmenge eingestellt
werden konnte
3. Resuspendierung des gesamten Lyophilisats in 500 μl TRIS-Puﬀer (50 mM
pH 7.5)
4. Aktivita¨tstest mit 400 μl der erhaltenen Suspension
Durch diese Vorgehensweise wurde sicher gestellt, dass die Salz-Konzentration so
gering war, dass die Reaktion nicht beeintra¨chtigt wurde. Daru¨ber hinaus konn-
ten die Reaktivita¨ten der einzelnen Fraktionen untereinander gut verglichen wer-
den, da die Katalysatoraktivita¨t pro Fraktion direkt mit der erhaltenen Produkt-
Konzentration gleichzusetzen waren. Da dieses Protokoll u¨ber viele Versuche hin-
weg erarbeitet wurde gilt diese Vorgehensweise daher nicht fu¨r alle folgenden Ex-
perimente. Die fu¨r den den jeweiligen Versuch verwendeten Arbeitsschritte ko¨nnen
aus dem Material und Methoden Teil entnommen werden (siehe 3.6).
4.3.4 Proteinaufreinigung Teil 1
Fu¨r die sukzessive Reinigung des E.coli Lysats wurde zuerst die Qualita¨t der
Anionenaustauschchromatographie evaluiert und anschließend mit der Gro¨ßen-
ausschlusschromatographie kombiniert.
Anionenaustausch
Das Prinzip der Anionenaustauschchromatographie beruht auf der Wechselwir-
kung positiver Ladungen der Sa¨ule und den negativen Ladungen der aufzureini-
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genden Proteine. Durch negativ geladene Ionen im Elutionsmittel ko¨nnen gebun-
dene Proteine sukzessive von der Sa¨ule verdra¨ngt werden. Das Elutionsmittel kann
auf zwei Weisen erho¨ht werden: Schrittweise und kontinuierlich. Der Vorteil der
kontinuierlichen Erho¨hung ist eine ho¨here erreichbare Auﬂo¨sung. Dennoch wurde
die schrittweise Elution gewa¨hlt, damit eine einheitlichere und reproduzierbarere
Peakzusammensetzung erhalten wird.
Es zeigte sich, dass eine Elution in 10 %-Schritten NaCl (1 M) eine gute Trennung
ergibt (siehe Abbildung 31).
Abbildung 31: Anionenaustauschchromatogramm: Proteinelution in 10 % NaCl Schrit-
ten, blau: Absorption allgemeiner Protein-Strukturen bei 280 nm, rot: Absorption
des Ha¨m-Zentrums bei 417 nm, gru¨n: Konzentration des Elutionsmittels, braun: die
Leitfa¨higkeit.
Aus vergangenen Experimenten ging hervor, dass das Zielprotein bis 20 % NaCl
eluiert, deshalb wurden die Fraktionen A1-B12 auf Aktivita¨t getestet. Die zwei
Produkte E und Z-Zimtsa¨ureethylester sind in rot und blau dargestellt. Deutlich
zu erkennen ist die Aktivita¨t im Durchﬂuss (A3-A4) und die eigentlich aktive
Fraktion B9-B11, bei 20 % NaCl (siehe Abbildung 32)
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Abbildung 32: GC-MS: Area bei m/z 176, DEAE-Fraktionen A1-B12.
Gro¨ßenausschluss
Da mit der Anionenaustauschchromatographie erfolgreich eine große Menge an
Proteinen abgetrennt werden konnte und dennoch Aktivita¨t vorhanden war, wur-
de direkt mit der Gro¨ßenausschlusschromatoraphie fortgefahren. Hierfu¨r wurde die
beschriebene Anionenaustauschchromatographie mehrfach wiederholt, die Fraktio-
nen B9-C1 zusammengefasst und mittels 10 kDa Membranﬁlter aufkonzentriert.
Die erhaltene Lo¨sung wurde auf einer 100 cm langen, 2,6 cm Durchmesser aufwei-
senden und Sephacryl S-200 Sa¨ulenmaterial beinhaltenden Sa¨ule nach ihrer Gro¨ße
aufgetrennt (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Gro¨ßenausschlusschromatogramm: Proteinelution ohne Gradient, blau:
Absorption allgemeiner Protein-Strukturen bei 280 nm, rot: Absorption des Ha¨m-
Zentrums bei 417 nm.
Von den erhaltenen Fraktionen wurden immer zwei zusammengefasst und auf Ak-
tivita¨t untersucht (siehe Abbildung 34).
Abbildung 34: GC-MS: Area bei m/z 176, die Fraktionen wie beschrieben.
Der Lauf wurde wiederholt um vergleichbare Fraktionen zu bekommen (siehe Ab-
bildung 35).
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Abbildung 35: Gro¨ßenausschlusschromatogramm: Proteinelution ohne Gradient, blau:
Absorption allgemeiner Protein-Strukturen bei 280 nm, rot: Absorption des Ha¨m-
Zentrums bei 417 nm.
Aus dem ersten Lauf (siehe Abbildung 34) war bekannt, dass das Zielprotein sehr
fru¨h eluiert, deshalb sollten nur die Fraktionen 13-16 untersucht werden. Durch
technische Sto¨rungen gingen Fraktion 13 und Fraktion 15 verloren. Im folgenden
sind die Aktivita¨ten der Fraktionen 14, 16 und 17 aufgefu¨hrt (siehe Abbildung 36).
Abbildung 36: GC-MS: Area bei m/z 176, die Fraktionen 14, 16 und 17.
In diesem Experiment wies Fraktion 14 die ho¨chste Aktivita¨t auf. Zur Unter-
suchung der Reinheit und der Identiﬁkation einzelner Proteine wurde eine SDS-
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PAGE der Fraktionen 17/18 des ersten Laufs und der Fraktionen 14, 16 und 17
des zweiten Laufs durchgefu¨hrt. Fraktion 14 wurde ganz rechts nochmals mit dop-
pelter Proteinmenge aufgetragen (20 μl mit 1 μl μ g−1). Es ist zu sehen, dass zwei
Banden mit hoher Reinheit zwischen 100 und 130 kDa auftreten (markiert mit ro-
ten Pfeilen) weshalb diese ausgeschnitten und zur Sequenzierung gegeben wurden
(siehe Abbildung 37).
Abbildung 37: SDS-PAGE der Fraktionen 17/18 des ersten Laufs und der Fraktionen
14, 16 und 17 des zweiten Laufs, sequenzierte Banden rot markiert.
Die Ergebnisse der Sequenzierung ergaben fu¨r die obere Bande mit hoher Wahr-
scheinlichkeit die Pyruvat Dehydrogenase, Decarboxylase Komponente E1 geno-
misch codiert auf dem aceE -Gen. Die untere Bande war Teil einer ribosomalen
Untereinheit und wurde aufgrund einer fehlenden katalytischen Maschinerie nicht
weiter betrachtet. Anhand dieser Ergebnisse wurde von Stefanie Kummer im Rah-
men ihrer Masterarbeit das aceE -Gen aus der chromosomalen DNA von E.coli
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) isoliert, in einen pET28 Vektor transfor-
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miert und in E.coli BL21(DE3) u¨berexprimiert. Nach erfolgreicher Aufreinigung
konnte keine Aktivita¨t, bezu¨glich der fu¨r das E.coli Lysat beobachteten Carben-
Reaktionen, fu¨r dieses Enzym gefunden werden. Dieses negative Ergebnis zeigte,
dass die Aufreinigungsstrategie angepasst werden musste um falsch positive Ergeb-
nisse zu vermeiden. Die positiven Zwischenergebnisse deuteten aber generell darauf
hin, dass die Strategie der einzelnen Reinigungsschritte gefolgt von Aktivita¨tstests
Erfolg versprechend waren. Als Konsequenz wurde im folgenden Abschnitt (4.3.5),
unter Verwendung inkrementell verbesserter Aufarbeitung- und Analyseschritte,
eine weitere chromatographische Aufreinigung sowie eine Proteinfa¨llung dem Rei-
nigungsablauf hinzugefu¨gt.
4.3.5 Proteinaufreinigung Teil 2
Da die alleinige Aufreinigung des E.coli Lysats mittels DEAE und SEC nicht
ausreichte um Fraktionen mit ausreichend hoher Reinheit zu erhalten, wurde die
Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) mit vorhergehenender Ammoni-
umsulfatfa¨llung evaluiert und anschließend mit den anderen Schritten kombiniert.
Anionenaustausch: Optimierung
Die Elutionsmethode der Anionenaustauschchromatographie wurde weiter opti-
miert. Da aus 4.3.4 bekannt war, dass das Zielprotein bei 20 % NaCl eluiert wurde
von 10 - 20 % ein Konzentrationsgradient angelegt (siehe Abbildung 38).
Die Fraktionen zwischen 10 und 20 % NaCl, die die ho¨chste Protein-Konzentration
zeigten wurden auf Aktivita¨t getestet. Gezeigt werden die Fraktionen 15-19, 21, 22
(Fraktion 20 ist gera¨tebedingt als leer Fraktion vorgesehen; siehe Abbildung 39).
Die Fraktionen 17 und 18 sowie 21 und 22 zeigten die ho¨chsten Aktivita¨ten. Zu
bemerken ist hierbei, dass die Aktivita¨t genau proportional zu der Absorption bei
417 nm ist, die auf die Anwesenheit eines Ha¨m-Moleku¨ls hindeutet.
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Abbildung 38: Anionenaustauschchromatogramm: Proteinelution in 10 % NaCl Schrit-
ten und Gradient zwischen 10 und 20 %, blau: Absorption allgemeiner Protein-
Strukturen bei 280 nm, rot: Absorption des Ha¨m-Zentrums bei 417 nm, gru¨n: NaCl-
Konzentration, braun: Leitfa¨higkeit.
Hydrophobe Interaktionschromatographie
Das Prinzip der Hydrophoben Interaktionschromatographie beruht auf der Wech-
selwirkung hydrophober Areale auf der Oberﬂa¨che von Proteinen mit Phenylresten
auf der Sa¨ule. Da die Proteine in Lo¨sung ga¨nzlich von einer abschirmenden Hydrat-
Hu¨lle umgeben sind wird ein kaotropes Salz, in der Regel NH4SO4, zur Freilegung
der hydrophoben Areale zugegeben. Durch die Senkung der Salz-Konzentration
mittels Zugabe salzfreien Elutionsmittels wird die Hydrat-Hu¨lle der Proteine wie-
der hergestellt und diese je nach Gro¨ße ihrer Hydrophobizita¨ten eluiert. Wie auch
bei der Anionenaustauschchromatographie kann das Elutionsmittel auch hier auf
zwei Weisen erho¨ht werden und wie zuvor wurde die schrittweise Elution gewa¨hlt,
damit eine einheitlichere und reproduzierbarere Peakzusammensetzung erhalten
wird.
Es zeigte sich, dass Senkung der NH4SO4 Konzentration in 10 %-Schritten (0,5 -
0 M) eine gute Trennung ergibt (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 39: GC-MS: Area bei m/z 176, Fraktionen 15-19, 21, 22.
Da die Informationen der Fa¨llung des Zielproteins zwischen 20 und 40 % NH4SO4
nicht ungepru¨ft auf die Elution des Zielproteins u¨bertragbar war, aber nicht al-
le Fraktionen auf Aktivita¨t getestet werden konnten, wurden die Fraktionen den
Peaks entsprechend zusammengefu¨gt und als Fraktionen 1-7 getestet. Die Fraktio-
nen beinhalten folgende Proben: F1 (Durchﬂuss) A2-A6, F2: A12-B2, F3: B3-B5,
F4: B6-B8, F5: B9-B11, F6: B12-C2, F7: C3-C4.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 41 dargestellt.
Abbildung 41: GC-MS: Fla¨che bei m/z 176 der HIC-Fraktionen 1-7.
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Abbildung 40: Hydrophobes Interaktionschromatogramm: Proteinelution durch Sen-
kung der NH4SO4 Konzentration in 10 %-Schritten (0,5 - 0 M), blau: Absorption all-
gemeiner Protein-Strukturen bei 280 nm, rot: Absorption des Ha¨m-Zentrums bei 417
nm, gru¨n: reziproke NH4SO4-Konzentration, braun: Leitfa¨higkeit.
Kombination aller Schritte
Das Ziel, das gewu¨nschte Protein in reiner Form zu isolieren wurde durch die gerin-
ge Aktivita¨t erschwert. Um ausreichend Proteinmenge fu¨r die jeweils aufeinander
folgenden Schritte zu erhalten wurden die einzelnen Reinigungen mehrfach durch-
gefu¨hrt und die erhaltenen Fraktionen vereinigt ohne jeweils auf Aktivita¨t getestet
zu werden. Zusammengefasst wurden folgende Experimente verkettet:
• Anionenaustauschchromatographie, es wurden 10 La¨ufe durchgefu¨hrt und
jeweils die Fraktionen 17-22 zusammengefasst.
• Das erhaltene Volumen von 400 ml wurde mit Hilfe von Viva-Spin Sa¨ulen
auf ein Volumen von 50 ml gebracht.
• Die erhaltene Lo¨sung wurde mit gleichem Volumen an 3 M Ammoniumsulfat
Lo¨sung versetzt um eine Konzentration von 1,5 M Ammoniumsulfat zu erhal-
ten, um einen Teil der Proteine zu Fa¨llen und die Probe fu¨r die Hydrophobe
Interaktionschromatographie vorzubereiten.
• Die Hydrophobe Interaktionschromatographie wurde zweimal durchgefu¨hrt
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und es wurde jeweils die Fraktion 4 zur Sequenzierung gesendet.
Ergebnisse der Sequenzierung
Die Ergebnisse der zwei Proben, die zur Sequenzierung gegeben wurden, sind im
folgen dargestellt (siehe Tabelle 12). Der Farbcode ist folgendermaßen zu verstehen:
Proteine die gru¨n hinterlegt sind, sind Enzyme mit bekannten Mechanismen, die
gut dem unbekannten Protein entsprechen ko¨nnen. Gelbe Hinterlegung entspricht
einem bekannten Enzym aber unbekanntem Mechanismus oder einem bekannten
Mechanismus der schwerlich in Einklang mit den gefundenen Reaktionen gebracht
werden kann. Die Hinterlegung in orange symbolisiert die unwahrscheinlichsten
Vertreter. Die rot markierten Proteine sind entweder nicht bekannt oder ga¨nzlich
unwahrscheinlich und werden daher bei der Untersuchung zuru¨ckgestellt. Die den
Proteinen zugeho¨rigen Gene sind in der zweiten Spalte und die entsprechende mo-
lekulare Masse (MM) in der dritten Spalte gezeigt. Das Rating in der vierten und
fu¨nften Spalte gibt an mit welcher Punktzahl die gefundenen Bruchstu¨cke mit dem
aus der Datenbank bekannten Enzym u¨bereinstimmen. Je ho¨her, desto wahrschein-
licher, dass das entsprechende Protein in der Lo¨sung vorhanden war. Die gru¨n und
gelb markierten Proteine wurden exprimiert und anschließend auf Aktivita¨t getes-
tet: Isocitrat Lyase (AceA),131 Fruktose Bisphosphat Aldolase (FbaA),132 Glucu-
ronat Isomerase (UxaC),133 Katalase HPII (KatE, Ha¨m-abha¨ngig),134 Alkyl Hy-
droperoxid Reduktase (AhpC)135 und Bacterioferritin (Bfr, Ha¨m-abha¨ngig).136
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Tabelle 12: Vorgeschlagene Proteine fu¨r die zwei aufgereinigten Proben in absteigender
Ha¨uﬁgkeit der in der Lo¨sung gefundenen Bruchstu¨cke. Der Farbcode von gru¨n, u¨ber
gelb und orange zu rot symbolisiert die subjektive Einscha¨tzung des katalytischen Po-
tentials der entsprechenden Proteine in Bezug auf die Carben-Reaktionen. Angegeben
sind die codierenden Gene, die molekulare Masse (MM) und das Rating, das die ein-
zelnen Proteine in der Sequenzierung erreicht haben.
Rating
Identiﬁzierte Proteine (130) Gen MM Lauf 1 Lauf 2
Isocitrat Lyase aceA 48 kDa 18 16
Fruktose Bisphosphat Aldolase fbaA 39 kDa 18 11
Glucuronate Isomerase uxaC 54 kDa 19 5
Hydroperoxidase II katE 84 kDa 15 14
Trypsin im Complex mit Borat 23 kDa 2 5
Transketolase tktA 73 kDa 18 0
Type II Citrat Synthase gltA 48 kDa 7 12
Alkyl Hydroperoxid Reduktase ahpC 19 kDa 8 6
Aminopeptidase N 101 kDa 9 14
Bacterioferritin bfr 19 kDa 7 11
Pyruvat Kinase 51 kDa 4 0
Peptidase B pepB 48 kDa 8 7
Purin Nukleosid Phosphorylase 26 kDa 0 8
Pyridoxin 5’-Phosphat Synthase 26 kDa 3 6
Oligopeptidase A 77 kDa 5 16
Glutaminyl-tRNA Synthetase 54 kDa 14 0
...
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4.3.6 Evaluation der sequenzierten Proteine
Die unter 4.3.5 identiﬁzierten potentiellen neuen Biokatalysatoren wurden im Rah-
men der Masterarbeit von Stefanie Kummer exprimiert, aufgereinigt und fu¨r die
folgenden Reaktionen auf Aktivita¨t getestet.
Carben-Reaktion mit α-Methylbenzylamin
Das erste Experiment sollte zeigen, ob die identiﬁzierten Proteine in der Lage sind
die bisher noch nicht gezeigte NH-Insertion eines aliphatischen Amins in Wasser
und unter aeroben Bedingungen zu katalysieren.
NH2
O
O
N
H
EDA/Na2S2O4
Protein
33a 33b
Schema 18: Die fu¨r die identiﬁzierten Proteine getestete Carben-Reaktion mit α-
Methylbenzylamin
Abbildung 42: Produkt-Konzentration der getesteten Proteine auf Aktivita¨t der NH-
Insertion mit α-Methylbenzylamin.
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Tatsa¨chlich waren die beiden Ha¨m-beinhaltenden Proteine KatE und Bfr in diesem
Experiment aktiv. AceA, FbaA, UxaC und AhpC zeigten keine Produktbildung.
Carben-Reaktion mit Benzaldehyd
Die durch die Sequenzierung identiﬁzierten Proteine wurden des Weiteren auf ka-
talytische Aktivita¨t bezu¨glich der neuen Carbonyl-Oleﬁnierung getestet.
O EDA/Na2S2O4
Protein
O
O
17a 17b
Schema 19: Die fu¨r die identiﬁzierten Proteine getestete Carben-Reaktion mit Benzal-
dehyd
Abbildung 43: Die GC-Fla¨chen der getesteten Carben-Reaktion mit Benzaldehyd.
Auch hier waren die beiden Ha¨m-beinhaltenden Proteine KatE und Bfr aktiv.
Wieder ist Bfr deutlich aktiver als KatE. Die Parallelen der beiden Reaktionen
sind augenfa¨llig und deuten auf einen a¨hnlichen Mechanismus hin.
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4.3.7 Identiﬁkation weiterer Katalysatoren
Das Ergebnis, dass beide neuen, aktiven Katalysatoren ein Ha¨m-Zentrum besitzen
und die Beobachtung, dass die einzelnen Aktivita¨ten nicht der Aktivita¨t des ge-
samten unaufgereinigten Lysats entsprechen fu¨hrte zu dem Schluss, dass weitere
durch die chromatographische Aufreinigung abgetrennte und daher nicht gefun-
dene Katalysatoren im E.coli -Genom vorhanden sein ko¨nnten. Es wurden daher
zwei weitere Ha¨m-Abha¨ngige Proteine aus E.coli exprimiert und aufgereinigt, die
Stickstoﬀmonoxid Dioxygenase (Hmp)137 und die hypothetische Deferrochelata-
se/Peroxidase (YfeX).138 Die getesteten Reaktionen sind zum einen die zuvor ge-
testeten (siehe Schema 18 und Schema 19) sowie die fu¨r P450-Enzyme beschriebene
Cyclopropanierung (siehe Schema 20).
EDA/Na2S2O4
Protein
O
O
39a 39b
Schema 20: Die in Abbildung 46 gezeigte Carben-Reaktion mit Styrol.
Um die Ergebnisse vergleichbar zu machen wurde Ha¨min-Chlorid als zusa¨tzliche
Kontrolle getestet. Die Ergebnisse sind im folgenden aufgetragen (siehe Abbil-
dung 44, Abbildung 45 und Abbildung 46)
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Abbildung 44: Die GC-Fla¨chen der getesteten Carbonyl-Oleﬁnierung mit Benzaldehyd.
Mit diesem Experiment konnte die Hypothese, E.coli besitze noch weitere Kata-
lysatoren fu¨r die Carbonyl-Oleﬁnierung, veriﬁziert werden. Die hypothetische De-
ferrochelatase/Peroxidase YfeX zeigt sogar eine bessere Aktivita¨t als KatE. Mit
Hmp konnten wie mit Ha¨min nur Spuren an Produkt festgestellt werden. Die
E/Z-Verha¨ltnisse liegen bei allen Proben zwischen 2 und 5 im Gegensatz zu den
fu¨r die Triphenylphosphin beinhaltende Eisen-Porphyrin katalysierte Carbonyl-
Oleﬁnierung berichteten E/Z-Verha¨ltnissen von > 20.
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Abbildung 45: Die GC-Fla¨chen der getesteten NH-Insertion mit α-Methylbenzylamin.
Fu¨r die NH-Insertion mit α-Methylbenzylamin zeigt sich ein a¨hnliches Bild wie
bei der Carbonyl-Oleﬁnierung. Allerdings sind hier Hmp und KatE vergleichbar
mit YfeX und Bfr in ihrer Aktivita¨t. Fu¨r diese Reaktion ist YfeX Bfr sogar in der
Produktbildung u¨berlegen.
Abbildung 46: Die GC-Fla¨chen der getesteten Cyclopropanierung mit Styrol.
Bei der Cyclopropanierung ist die Situation am deutlichsten. YfeX und Bfr sind
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sehr a¨hnlich in ihrer Reaktivita¨t und deutlich reaktiver als KatE und Hmp. Fu¨r
Ha¨min konnten wieder nur Spuren an Produkt nachgewiesen werden.
Diese Experimente zeigen, dass es in E.coli tatsa¨chlich weitere Carben-Reaktionen
katalysierende Ha¨m-beinhaltende Enzyme gibt. Mit YfeX wurde ein Enzym gefun-
den, dessen eigentliche physiologische Rolle unbekannt, und dessen Aktivita¨t als
Deferrochelatase umstritten ist.139,140 Daru¨ber hinaus ist die Aktivita¨t der von Bfr
entsprechend und der von Hmp und KatE deutlich u¨berlegen. Aus diesen Gru¨nden
wurde YfeX gewa¨hlt um weitere Charakterisierungen, bezu¨glich der katalyti-
schen Aktivita¨t bei Carben-Reaktionen, durchzufu¨hren; es wurde sowohl die NH-
Insertion sowie die Carbonyl-Oleﬁnierung charakterisiert. Die folgenden Experi-
mente der Charakterisierung von YfeX zur NH-Insertion mit α-Methylbenzylamin
wurden von Stefanie Kummer und die zur Carbonyl-Oleﬁnierung mit Benzaldehyd
von Miriam Kuhn im Rahmen ihrer Masterarbeiten durchgefu¨hrt.
4.3.8 Charakterisierung von YfeX als Katalysator der Protein-kataly-
sierten NH-Insertion mit α-Methylbenzylamin
Zur Charakterisierung einer biochemischen Reaktion werden wie in der organischen
Chemie die Parameter einer Reaktion variiert, um dadurch Ru¨ckschlu¨sse auf deren
Mechanismus und die Rolle der beteiligten Komponenten ziehen zu ko¨nnen. Die
in den folgenden Abschnitten variierten Parameter sind die α-Methylbenzylamin
und die YfeX-Konzentration sowie die Reaktionszeit.
Variation der α-Methylbenzylamin-Konzentration
Die Vera¨nderung der Start-Konzentration kann auf vielfa¨ltige Weise Einﬂuss auf
die Reaktion nehmen. Generell fu¨hrt eine erho¨hte Substrat-Konzentration zur bes-
seren Verfu¨gbarkeit desselben in der Reaktion und kann daher zur Erho¨hung der
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Produktbildung fu¨hren. In enzymatischen Reaktionen kann das Substrat jedoch,
wenn es in zu hoher Konzentration vorliegt, die aktive Tasche blockieren (siehe
Cofaktoren 4.2).
Abbildung 47: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte α-Methylbenzylamin-
Konzentration aufgetragen.
Bei geringen Substratmengen wird auch wenig Produkt gebildet, jedoch kann ein
deutlicher Anstieg bis zu 10 mM Substrat-Konzentration beobachtet werden. Da-
nach nimmt die Reaktivita¨t wieder ab, was mit der schon bei den Cofaktoren
auftretende Substratinhibierung (siehe 4.2) erkla¨rt werden kann.
Variation der YfeX Konzentration
Nicht nur das Substrat hat einen großen Einﬂuss auf die Reaktion, auch der Kataly-
sator spielt eine entscheidende Rolle. Je mehr Katalysator in der Reaktion vorhan-
den ist, desto mehr Substrat kann pro Zeiteinheit umgesetzt werden. Deshalb soll-
te ein linearer Anstieg der Produktbildung bei steigender Protein-Konzentration
nachgewiesen werden.
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Abbildung 48: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte YfeX-Konzentration auf-
getragen.
Wie erwartet konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Produktbildung und
der YfeX-Konzentration fu¨r die Konzentrationen von 5-40 μM gezeigt werden.
Variation der Reaktionszeit
Da die Reaktionszeit auf viele Reaktionen einen entscheidenden Einﬂuss hat wurde
sie auch fu¨r diese Reaktion untersucht. In der Regel gilt fu¨r chemische Reaktionen,
dass eine la¨ngere Reaktionszeit zu mehr Produkt fu¨hrt. Allerdings gilt dies nicht
fu¨r Gleichgewichtsreaktionen, bei denen die Ru¨ckreaktion sehr schnell ist oder
katalysierte Reaktionen bei denen der Katalysator u¨ber die Zeit inaktiviert wird.
Um diese Frage zu kla¨ren wurde die Reaktion nach 15, 30, 45 und 60 min analysiert.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 49 aufgetragen.
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Abbildung 49: Produkt Konzentration gegen die Reaktionszeit aufgetragen.
Die Verla¨ngerung der Reaktionszeit von mehr als 30 min konnte die Produktbil-
dung nicht mehr steigern. Entweder inhibiert das Produkt die Reaktion sehr stark
oder der Katalysator wird u¨ber die Zeit zersto¨rt.
4.3.9 Charakterisierung von YfeX als Katalysator der Protein-kataly-
sierten Carbonyl-Oleﬁnierung
Auch bei der Carbonyl-Oleﬁnierung ist ein großer Einﬂuss der einzelnen Kompo-
nenten auf die Produktbildung anzunehmen. Deshalb wurden in den folgenden Ab-
schnitten die Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien und des Katalysators
untersucht. Die variierten Parameter sind die Benzaldehyd-, die Ethyldiazoacetat-,
die Natriumdithionit- und die verwendete YfeX-Konzentration.
Variation der Benzaldehyd-Konzentration
Zur Untersuchung des Einﬂusses der Benzaldehyd Konzentration wurden die Kon-
zentrationen 1, 2, 5 und 10 mM getestet und in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte Benzaldehyd Konzentra-
tion aufgetragen. Zusa¨tzlich zu den Produkten Z-Zimtsa¨ureethylester in blau und E-
Zimtsa¨ureethylester in rot ist das Verha¨ltnis von E zu Z in gru¨n dargestellt.
Es ist ersichtlich, dass die Produkt-Konzentration linear mit der eingesetzten
Benzaldehyd Konzentration zunimmt. Auf das E/Z-Verha¨ltnis hat die vera¨nderte
Substrat-Konzentration keinen Einﬂuss. Ein hemmender Eﬀekt wird bei den ein-
gesetzten Konzentrationen nicht beobachtet.
Variation der Ethyldiazoacetat Konzentration
In diesem Experiment sollte getestet werden ob auch die Erho¨hung der Ethyldia-
zoacetat Konzentration einen positiven Eﬀekt, wie es bei Benzaldehyd der Fall
ist, hat. Dafu¨r wurden die Konzentrationen 1, 5, 10, 20 und 50 mM gewa¨hlt. Die
Verschiebung hin zur Untersuchung ho¨herer Konzentrationen wurde wegen dem
Mangel einer Sa¨ttigung bei dem Benzaldehyd Experiment durchgefu¨hrt. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte Ethyldiazoacetat Konzen-
tration aufgetragen. Zusatzlich zu den Produkten Z-Zimtsa¨ureethylester in blau und
E-Zimtsa¨ureethylester in rot ist das Verha¨ltnis von E zu Z in gru¨n dargestellt.
Wie bei Benzaldehyd ist auch bei EDA eine Erho¨hung der Produktbildung bis
10 mM Substrat-Konzentration zu erkennen. Allerdings ist der Einﬂuss nicht so
gravierend wie bei Benzaldehyd. Bei geringen Substrat-Konzentrationen ist die
Produktbildung nicht signiﬁkant geringer und bei hohen Konzentrationen it der
positive Eﬀekt nicht ausgepra¨gt.
Variation der Natriumdithionit Konzentration
Nach der Variation der zwei Substrate, die zusammen zum Produkt reagieren, wur-
de die Konzentration von Natriumdithionit, das die Reduktionsa¨quivalente liefert,
vera¨ndert. Die Konzentrationen 1, 10, 20 und 50 mM sind in Abbildung 52 darge-
stellt.
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Abbildung 52: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte Natriumdithionit Konzen-
tration aufgetragen. Zusatzlich zu den Produkten Z-Zimtsa¨ureethylester in blau und
E-Zimtsa¨ureethylester in rot ist das Verha¨ltnis von E zu Z in gru¨n dargestellt.
Obwohl Natriumdithionit nur die Elektronen zur Reduktion des Ha¨ms liefert ist
sein Einﬂuss auf die Reaktion enorm. Bei geringen Konzentrationen wird keine
Produktbildung festgestellt, bei Konzentrationen > 10 mM nimmt die Produkt-
bildung deutlich ab. Die Denaturierung des katalytischen Proteins durch das re-
duktive Milleu oder die Zersetzung des Produktes sind denkbar.
Variation der YfeX Konzentration
Als katalytisch aktive Komponente wurde das Protein YfeX eingesetzt und in den
Konzentrationen 10, 50, 100, 148 μM getestet. Die Ergebnisse sind Abbildung 53
zu entnehmen.
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Abbildung 53: Produkt Konzentration gegen die eingesetzte YfeX Konzentration
aufgetragen. Zusatzlich zu den Produkten Z-Zimtsa¨ureethylester in blau und E-
Zimtsa¨ureethylester in rot ist das Verha¨ltnis von E zu Z in gru¨n dargestellt.
Die Produktbildung scheint linear mit der eingesetzten Protein-Konzentration zu-
zunehmen. Fu¨r ho¨here Konzentrationen scheint allerdings eine Sa¨ttigung einzutre-
ten, was auf das geringere Verha¨ltnis von Substrat, die Benzaldehyd Konzentration
wird konstant gehalten, zu Protein zuru¨ck gefu¨hrt werden kann.
4.3.10 Vergleich potentieller Katalysatoren der Triphenylphosphin
beinhaltenden Carbonyl-Oleﬁnierung
Die positiven Ergebnisse aus den vorangegangenen Abschnitten zeigten, dass ein
Katalysator fu¨r die neue Reaktion vorhanden ist. Die Mo¨glichkeit der Aktivita¨ts-
steigerung durch die Verwendung von Triphenylphosphin zur Ru¨ckgewinnung der
aktiven Spezies wurde im folgenden Experiment getestet. Untersucht wurden fol-
gende potentielle Katalysatoren: P450 BM3, YfeX und Ha¨min. Des Weiteren wurde
der axiale Ligand Histidin an Position 215 von YfeX gegen Alanin ersetzt um eine
vera¨nderte elektronische Umgebung am Metallatom zu schaﬀen und dadurch deren
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Einﬂuss auf die Reaktion zu testen. In diesem Zusammenhang wurde zusatzlich
Histidin, das auch bei freiem Ha¨min als Ligand fungieren kann,141 zu einer Reakti-
on mit Ha¨min gegeben. Eine elektronische Situation a¨hnlich der im Protein ko¨nnte
dadurch geschaﬀen werden und der Einﬂuss des Proteingeru¨sts wird dadurch ver-
deutlicht. Die Produktbildungen der verschiedenen Systeme sind Abbildung 54 zu
entnehmen.
Abbildung 54: Produkt Konzentration in den verschiedenen Systemen mit den poten-
tiellen Katalysatoren: P450 BM3, YfeX, die Alanin Mutante des axialen Liganden His
215 von YfeX, Ha¨min und Ha¨min + Histidin.
Es ist klar ersichtlich, dass in dieser Reaktion das Ha¨m-Protein P450 BM3 sehr
geringe Umsa¨tze im Vergleich zu YfeX zeigt. Auch scheint der axiale Histidin
Ligand von YfeX essentiell fu¨r die Reaktion zu sein, da die Mutante inaktiv ist.
Weder Ha¨min, noch Ha¨min + Histidin sind in diesem Reaktionssystem in der Lage
signiﬁkante Mengen an Produkt zu bilden.
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5 Diskussion
5.1 Rifamycin
5.1.1 Reaktionsoptimierung
Wie unter 1.2 gezeigt wurde, ist die eﬀektive Synthese das Kernstu¨ck der orga-
nischen Chemie; dies gilt fu¨r Laborexperimente ebenso wie fu¨r industrielle Pro-
zesse. Da die Schritte der Reaktionsoptimierung im Labormaßstab deutlich leich-
ter durchfu¨hrbar sind werden sie bei Erfolg auf den großen Maßstab angewendet.
Die hier vorliegenden Ergebnisse bezu¨glich der Synthese von Rifamycin S sind als
solche Optimierungen im kleinen Maßstab zu sehen, die nun industriell nutzbar
gemacht werden ko¨nnen. Die Suche nach alternativen Oxidationsmittel fu¨hrte von
Peroxidasen u¨ber das Fenton’s Reagenz schließlich zu APS, einem gu¨nstigen Oxi-
dationsmittel das sehr gut fu¨r die Oxidation von Rifamycin B geeignet ist. Mit
APS geht die Reaktion allerdings sehr schnell von statten, sodass Rifamycin O in
Konzentrationen entsteht, die im Reaktionsmedium unlo¨slich sind. Pra¨ziptiertes
Rifamycin O ist unreaktiv fu¨r die folgende Hydrolyse und muss daher vermieden
werden. Wie im Ergebnis-Teil unter 4.1 gezeigt, kann durch Variation der einge-
setzten Methanolmenge die Reaktion positiv beeinﬂusst werden. Zum einen erho¨ht
sich die Lo¨slichkeit von Rifamycin O und damit verbessert sich die Hydrolyse zu
Rifamycin S, zum anderen wird auch die Lo¨slichkeit von Rifamycin B und damit
die mo¨gliche Start-Konzentration erho¨ht. Da in industriellen Prozessen oft die Re-
aktionszeit und der zur Verfu¨gung stehende Reaktorplatz limitierend sind, wird
eine schnelle Reaktion mo¨glichst großer Edukt-Konzentrationen angestrebt. Dies
wird durch ausreichende Zugabe von Methanol erreicht. In diesem Fall ist bei ei-
ner Konzentrationen von 10 mM Rifamycin B eine Konzentration von 37,5 % v/v
ausreichend um das eingesetzte Rifamycin B zu lo¨sen und das entstehende Rifa-
mycin O in Lo¨sung zu halten. Dabei konnte nach 4 h eine Ausbeute von 70 % an
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Rifamycin S erhalten werden.
5.1.2 Reaktion in reinem Methanol
Im Zuge der Optimierung der Methanol-Konzentration wurde die obere Grenze ge-
sucht, ab der eine Reaktion von Rifamycin B zu Rifamycin S nicht mehr abla¨uft.
Dabei stellte sich heraus, dass Methanol nicht nur in der Lage ist als Lo¨sungsmittel
zu dienen, sondern auch selbst die Hydrolyse, respektive Methanolyse von Rifa-
mycin O durchzufu¨hren. Dies konnte wie unter 3.4 beschrieben gezeigt werden,
indem die Reaktion mit getrocknetem Methanol unter Argonatmospha¨re erfolg-
reich durchgefu¨hrt wurde. Interessanterweise verla¨uft die Reaktion umso besser je
ho¨her die Start-Konzentration an Rifamycin B ist. Wird die Konzentration herab-
gesetzt, ﬁndet die Oxidation weiterhin statt. Allerdings wird die Hydrolyse deutlich
verschlechtert. Bei Untersuchungen bezu¨glich anderer Lo¨sungsmittelsysteme zeigte
nur DMSO nennenswerte Umsetzungen aber nur zu Rifamycin O. Allerdings wa¨re
DMSO selbst bei guter Rifamycin S Bildung aus Gru¨nden der Ru¨ckgewinnung nur
die zweite Wahl hinter Methanol. Weitere Optimierungen zeigten den vorteilhaf-
ten Einﬂuss kleiner Puﬀermengen, sodass das System mit 99 % Methanol die beste
Rifamycin S Bildung zeigte. Dabei konnte nach 20 min eine Ausbeute von 68 %
an Rifamycin S erhalten werden.
5.1.3 Prozesse
Die oben diskutierten Fortschritte lassen sich nun in zwei unterschiedlichen Pro-
zessoptionen fu¨r die industrielle Rifamycin S Produktion zusammenfassen (siehe
Abbildung 55).
In Prozess 1 wird die Konzentration von 37,5 % Methanol benutzt. Die Zugabe
von Methanol kann hierbei schon wa¨hrend des Waschschritts erfolgen, bei dem der
Fermentationsu¨berstand vom Pilzmyzel getrennt wird. Im derzeitigen industriellen
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Fermentationsüberstand
Rifamycin B
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(Lösung)
Extraktion,
Evaporation
+ Nebenprodukte
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Rifamycin S
(Lösung)
+ Nebenprodukte
Abbildung 55: Zwei mo¨gliche Prozessoptionen fu¨r die Produktion von Rifamycin S
Prozess wird das verbleibende Myzel mit Wasser ausgewaschen, was aufgrund der
geringen Lo¨slichkeit von Rifamycin B in Wasser uneﬀektiv ist. Durch Zugabe von
Methanol in diesem Stadium kann aufgrund der erho¨hten Lo¨slichkeit zusa¨tzlich
die Ausbeute an Rifamycin B erho¨ht werden – bei gleichzeitiger Reduktion von
anfallendem Abwasser. Nach Erreichen des erforderlichen Methanolverha¨ltnisses
wird durch Zugabe von APS und Erwa¨rmung auf 60 °C die Reaktion gestartet.
Die nach 4 h anfallende Lo¨sung muss nur noch gereinigt werden um Rifamycin S zu
erhalten. In Prozess 2 wird Rifamycin B als Feststoﬀ beno¨tigt um das Verha¨ltnis
von 99:1 von Methanol:Wasser zu erhalten. Dafu¨r kann mit Ethylacetat extrahiert
werden, das nach anschließender Evaporation fu¨r die na¨chste Extraktion wieder
verwertet werden kann. Nach Zugabe von APS zu Rifamycin B wird Methanol
zugegeben und die Reaktion bei 60 °C fu¨r 20 min durchgefu¨hrt. Durch Zugabe von
Wasser wird die Reaktion unterbrochen und nach Aufreinigung kann Rifamycin S
erhalten werden. Zusammengefasst und dem derzeitigen Prozess gegenu¨bergestellt
werden die Daten der zwei Prozesse in Tabelle 13.
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Tabelle 13: Vergleich der drei Prozesse: des derzeitigen technischen Prozesses, Prozess
1 und Prozess 2
Tech. Prozess Prozess 1 Prozess 2
Dauer [h] 5,8 4 0,33
Produkt [g l−1] 1,9 1,1 62,5
Ausbeute [%] 78 70 68
Speziﬁsche Produktleistung
[g l−1h−1]
0,33 0,28 189,4
Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Ausbeuten und durch die verku¨rzte Reak-
tionszeit im Fall von Prozess 1 auch die Speziﬁsche Produktleistung vergleichbar
ist. Letztere ist allerdings durch den hohen Edukteintrag sowie die sehr kurze
Reaktionszeit bei Prozess 2 um den Faktor 574 gegenu¨ber dem technischen Pro-
zess erho¨ht. Diese enorme Eﬃzienzsteigerung muss gegen den Mehraufwand des
vorhergehenden Extraktions und Evaporations-Zyklus abgewogen werden. In bei-
den Fa¨llen wird jedoch komplett auf chlorierte Lo¨sungsmittel verzichtet und nur
von dem Sanoﬁ Solvent Selection Guide31 empfohlene nachhaltige Lo¨sungsmittel
verwendet. Unter dem Gesichtspunkt der organischen Betrachtung liegt mit Pro-
zess 1 zwar kein Fall einer verbesserten Synthese im Sinne der Hauptargumente
Ausbeute und Reinheit vor, allerdings ist die Reduktion der Syntheseschritte und
die verbesserte Nachhaltigkeit ein deutlicher Fortschritt gegenu¨ber dem derzeitigen
Prozess.142 Besta¨tigt wird diese Aussage durch den Umstand, dass derzeit Sandoz
seine Anlage in Mahad, Indien auf Prozess 1 umstellt.
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5.2.1 Hammett-Plot
Die in der Einleitung aufgeworfene Frage, ob das Potential synthetischer Cofak-
toren durch die Variation der Substituenten vera¨ndert werden kann, wurde wie
im Abschnitt (4.2.1) gezeigt, mit einem
”
ja“ beantwortet. Der genaue Einﬂuss
der Substituenten auf das Potential zeigt sich bei der Auftragung der Werte in
einem Hammett-Plot. Fu¨r dieses Diagramm werden die Hammett-Parameter σ
beno¨tigt, die fu¨r viele Substituenten tabelliert wurden. Hierfu¨r wurde der Einﬂuss
der Substituenten auf die Deprotonierungsreaktion von Benzoesa¨ure in Wasser
untersucht und die Ergebnisse in Relation zum Substituenten Wasserstoﬀ darge-
stellt.19 Viele der in dieser Arbeit vorgestellten synthetischen Cofaktoren besitzen
ein an den Heteroaromaten gebundenes aromatisches System. Allerdings sind ne-
ben Phenyl- und Benzyl- keine weiteren fu¨r die Arbeit relevanten Substituenten auf
den Parameter σ hin untersucht worden. Fu¨r die weitere Diskussion wird daher
die in Abbildung 56 dargestellte Vereinfachung der Substituenten angenommen.
Diese Vereinfachung ist deshalb mo¨glich, da elektronische Eﬀekte u¨ber ein konju-
giertes oder aromatisches System hinweg
”
verla¨ngert“ werden. Diese Besonderheit
mesomeriestabilisierter Systeme la¨sst sich auch bei der Kernspinresonanzspektro-
skopie (NMR) beobachten. Hierbei ko¨nnen bei sp2-gebundenen Protonen bis zu
5J-Kopplungen gemessen werden.143
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Abbildung 56: Die Cofaktoren mit den fu¨r den Substituenteneﬀekt verantwortlichen
Resten in rot dargestellt.
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Fu¨r die Potenitale der verschiedenen Cofaktoren ergeben sich daraus die folgende
Werte (siehe Tabelle 14).
Tabelle 14: Hammett-Parameter σ fu¨r verschiedene Cofaktoren in absteigender Rei-
henfolge.
NADH NAAH NABH NAMH NAPH NANH
σ 0,01 -0,01 -0,09 -0,27 -0,37 -0,83
Wie unter 3.5 beschrieben wurden mit Cofaktoren cyclovoltammetrischen Untersu-
chungen durchgefu¨hrt. Die erhaltenen Oxidationspotentiale sind in Abbildung 57
gegen die entsprechenden Hammett-Parameter σ aufgetragen.
Abbildung 57: Das mittels Cyclovoltammetrie gemessene Oxidationspotential verschie-
dener Cofaktoren gegen die entsprechenden Hammett-Parameter σ.
Der lineare Zusammenhang zwischen dem elektrochemischen Oxidationspotential
und σ ist deutlich sichtbar. Damit ist sowohl das Postulat, dass die vereinfachten
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Substituenten verwendet werden ko¨nnen, als auch das Postulat, dass das Oxidati-
onspotential durch Substituenten zu erniedrigen ist, zutreﬀend. Der Eﬀekt auf das
Potential la¨sst sich auf eine bessere Stabilisierung der positiven Ladung nach der
Oxidation zuru¨ckfu¨hren. Ob das erniedrigte Potential einen positiven Einﬂuss auf
die enzymatische Reaktivita¨t hat wird in den folgenden Abschnitten gekla¨rt.
5.2.2 Initiales Screening
Die Ergebnisse von Abschnitt 4.2.2 sind in der folgenden Matrix (siehe Abbil-
dung 58) noch einmal in anderer Form u¨bersichtlich dargestellt. In der Matrix
sind die Umsetzungen der Substrate zu den erwarteten Produkten in Relation zu
den Umsatzungen mit NAD(P)H (= 1) zu sehen. Je dunkler der Farbton, desto
schlechter sind die Umsa¨tze im Vergleich zu NAD(P)H, das heißt, dass entsprechen-
de Enzym nimmt den synthetischen Cofaktor schlechter als Reduktionsa¨quivalent
an.
Abbildung 58: Die Aktivita¨ten von verschiedenen Cofaktoren und Enzymen in Relati-
on zu der Aktivita¨t von NAD(P)H farbig dargestellt.
Dabei fa¨llt zuerst der Unterschied zwischen Flavin-tragenden und Flavin-freien
Enzymen ins Auge. Nur Flavin-tragende Enzyme scheinen in der Lage zu sein
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synthetische Cofaktoren zu verwenden. Dieser Umstand ist auf den unterschiedli-
chen Reaktionsmechanismus zuru¨ckzufu¨hren (siehe 1.4). Wa¨hrend bei den Flavin-
tragenden Enzymen die Flavinreduktion separiert von der Substratreduktion ist,
ist bei den Flavin-freien Enzymen die zeitgleiche, exakte Platzierung des Cofak-
tors und des Substrats essentiell. Da die synthetischen Cofaktoren deutlich weniger
Interaktionsmo¨glichkeiten mit dem Enzym – als das beim NAD(P)H der Fall ist
– zur Verfu¨gung haben, kommt es zu keiner produktiven Bindung und damit zu
keiner Reaktion. Daru¨ber hinaus ist zu erkennen, dass es bei den Enzymen starke
Unterschiede bezu¨glich der Cofaktorpra¨ferenz zu geben scheint. Da diese allerdings
bei den bisher betrachteten Kombinationen kein signiﬁkantes Muster aufweist ist
die Pra¨ferenz wohl sterischer Natur und davon abha¨ngig wie der jeweilige synthe-
tische Cofaktor das entsprechende aktive Zentrum erreichen kann. Zu beachten ist
bei diesen Versuchen, dass bei allen Experimenten hohe Substrat-Konzentrationen
und lange Reaktionzeiten verwendet wurden um auch bei geringen Umsa¨tzen kleine
Mengen an Produkt detektieren zu ko¨nnen. Deshalb sind die erhaltenen Umsa¨tze
nur qualitativ zu verstehen zum Nachweis der generellen Aktivita¨t des Enzyms
mit synthetischem Cofaktor. Dies gilt besonders fu¨r die Cofaktoren mit signiﬁkant
erniedrigtem Oxidationspotential, da hier die Aktivita¨tsverbesserung vor allem in
der schnelleren Reduktion des Flavins liegt. Dieser Einﬂuss tritt versta¨rkt bei kur-
zen Reaktionszeiten hervor.
5.2.3 Proportionalita¨tsfaktor
Da der direkte Einﬂuss der Substituenten auf das elektrochemische Potential der
synthetischen Cofaktoren gezeigt wurde, ist nun zu evaluieren ob die Reaktivia¨t des
Cofaktors mit dem Potential in Relation steht. Dafu¨r wurde der Umsatz gegen σ fu¨r
die verschiedenen Cofaktoren, Substrate und Enzyme aufgetragen. In Abbildung 59
ist dieser Zusammenhang exemplarisch fu¨r NCR dargestellt.
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Abbildung 59: Die Umsa¨tze verschiedener Substrate gegen σ der entsprechenden Co-
faktoren fu¨r das Enzym NCR.
Die Steigung der Ausgleichsgeraden fu¨r die unterschiedlichen Cofaktoren ent-
spricht dem Proportionalita¨tsfaktor p der Hammett-Gleichung. Die Proportiona-
lita¨tsfaktoren sind in der Matrix Abbildung 60 mit Farbcode zusammengefasst.
Hierbei ist in gru¨n ein sehr starker, postiver Einﬂuss des erho¨hten Oxidationspo-
tentials auf den Umsatz in gru¨n und wenig Einﬂuss in rot dargestellt.
Abbildung 60: Der Proportionalita¨tsfaktor p fu¨r verschiedene Substrate und Enzyme
mit Farbcode dargestellt. Gru¨n bedeutet einen hohen, rot einen geringen Einﬂuss des
Oxidationspotentials auf den Umsatz.
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Wie allerdings in Abbildung 59 im Fall von E-Citral zu erkennen ist, ist der exak-
te lineare Zusammenhang nicht immer gegeben. In der Statistik wird die Varianz
der Variablen durch das Bestimmtheitsmaß R2 angegeben. Ist R2 = 1 besteht
ein perfekter linearer Zusammenhang, ist R2 = 0 ist kein Zusammenhang zu er-
kennen. Fu¨r die Reaktionsparamter aus Abbildung 60 sind in Abbildung 61 die
Bestimmtheitsmaße mit dem Farbcode gru¨n = 1 und rot = 0 dargestellt. Diese
Darstellung erlaubt den folgenden Schluss: Bei den Reaktionen, die keinen deutli-
chen positiven Einﬂuss des Potentials auf den Umsatz aufweisen, ist generell auch
das Bestimmtheitsmaß sehr schlecht. Das heißt es ist kein linearer Zusammenhang
zwischen dem Potential und dem Umsatz messbar. Daraus folgt, dass es Enzyme
bzw. Enzym-Substrat-Kombinationen gibt, die besonders gut auf das erho¨hte Po-
tential ansprechen, aber auch Kombinationen die wegen anderer Pra¨ferenzen, wie
z.B. Sterik, keinen Einﬂuss erkennen lassen.
Abbildung 61: Die Bestimmtheitsmaße R2 fu¨r verschiedene Substrate und Enzyme mit
Farbcode dargestellt. Gru¨n bedeutet einen hohen, rot einen geringen lineare Zusam-
menhang der einzelnen Variablen.
Es gibt allerdings auch noch einen weiteren Aspekt, der hierbei betrachtet wer-
den muss: Der Umsatz. Nimmt man den Durchschnitt der Umsa¨tze einer Enzym-
Substrat-Kombination fu¨r verschiedene Cofaktoren dann erha¨lt man eine Tendenz
zur Aktivita¨t der Reaktion. Mit diesen Werten la¨sst sich abscha¨tzen wie gut die
Katalyse abla¨uft und dadurch wie aussagekra¨ftig die zuvor geta¨tigten Aussagen
132
5 DISKUSSION
sind. In der Matrix in Abbildung 62 sind die Durschnitte der Umsa¨tze der ver-
schiedenen Cofaktoren fu¨r die jeweiligen Reaktionen dargestellt:
Abbildung 62: Die Durchschnitte der Umsa¨tze fu¨r verschiedene Substrate und Enzyme
mit Farbcode dargestellt. Gru¨n bedeutet einen hohen, rot einen geringen durchschnitt-
lichen Umsatz.
Vergleicht man die Matrizes aus Abbildung 60, Abbildung 61 und Abbildung 62
fa¨llt sofort die direkte Korellation der positiven Werte auf. Dieser Umstand legt
den Schluss nahe, dass nur bei ausreichend hohen Umsa¨tzen, wie generell bei NCR
oder der Kombination OYE1 und Methyl-cinnamaldehyd, Aussagen u¨ber die be-
sprochenen Zusammenha¨nge getroﬀen werden ko¨nnen. Daru¨ber hinaus kann aus
den vorliegenden Ergebnissen schließen, dass die Enzyme MR, OYE1 und OYE3
deutlich unterschiedliche Erkennungsstrategien fu¨r Cofaktoren haben. Bei NCR
ko¨nnte ein wesentlich oﬀenerer Zugang zur aktiven Tasche die sterischen Einﬂu¨sse
und den positiven Eﬀekt der vielen Koordinationsstellen des NADHs nivillieren
und dadurch die Mo¨glichkeit bieten den reinen elektrochemischen Eﬀekt des Co-
faktors ausscho¨pfen zu ko¨nnen.
5.2.4 Kinetische Betrachtungen des Cofaktoreinﬂusses
Nachdem die Kombination NCR-Z-Citral als Reaktion mit hoher Korrelation zwi-
schen Umsatz und Potential sowie gutem Bestimmtheitsmaß identiﬁziert wur-
de diente sie im Folgenden als Modellreaktion zur Untersuchung der kinetischen
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Gro¨ßen Km, vmax und kcat fu¨r die Cofaktoren NADH und NAPH. Dafu¨r wurden
die Reaktionen wie unter 3.5 beschrieben durchgefu¨hrt und unter 4.2 ausgewertet.
Die erhaltenen kinetischen Kenngro¨ßen der Reaktionen sind in Tabelle 15 darge-
stellt. Aus dieser Gegenu¨berstellung der kinetischen Kenngro¨ßen lassen sich einige
Tabelle 15: Kinetische Kenngro¨ßen der Reduktion von Z-Citral katalysiert durch NCR
fu¨r NADH und NAPH.
Konstante
Cofaktor-
Konzentration:
vmax
[μmol·min−1]
Km
[mmol·l−1]
Ks
[mmol·l−1]
kcat
[s−1]
kcat/Km
[s−1·mmol−1·l]
NADH 0,000305 0,0614 0.4986 14.48 235.87
NAPH 0,001012 0,1865 15 48.07 257.74
Konstante
Citral-
Konzentration:
vmax
[μmol·min−1]
Km
[mmol·l−1]
Ks
[mmol·l−1]
kcat
[s−1]
kcat/Km
[s−1·mmol−1·l]
NADH 0.000453 3.8023 - 21.54 5.66
NAPH 0.005536 0.2053 0.5418 262.96 1280.35
sehr interessante Schlu¨sse ziehen: Im oberen Teil wird die Cofaktor-Konzentration
konstant gehalten, damit ist Citral das Substrat auf die sich die Kenngro¨ßen bezie-
hen. Dabei kann mit NAPH ein drei Mal ho¨herer Wert fu¨r vmax erreicht werden als
mit NADH. Die Werte fu¨r Km unterscheiden sich im selben Maße, daraus folgt die
nahezu gleiche katalytische Eﬃzienz kcat/Km fu¨r beide Cofaktoren in diesem Sys-
tem. Diese Darstellung la¨sst aber ga¨nzlich außer acht, dass diese Aussage, aufgrund
der immensen Substratinhibierung, nur fu¨r sehr kleine Citral-Konzentrationen von
< 0,1 mM gilt. Der Wert Ks zeigt eine 30fach sta¨rkere Substratinhibierung, wenn
NADH statt NAPH als Cofaktor eingesetzt wird. Das kommt vor allem in einem
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industriellen Prozess zum tragen, da hier eine mo¨glichst hohe Raum-Zeit-Ausbeute
erwu¨nscht ist. Dabei wa¨re NAPH, vor allem bei hohen Substratkonzentrationen,
ein dem NADH u¨berlegenes Reduktionsa¨quivalent.
Wird die Citral-Konzentration konstant gehalten lassen sich die Coaktoren als
Substrate, auf die sich die Kenngro¨ßen beziehen, verstehen. Hierbei la¨sst sich mit
NAPH nochmals eine deutliche Steigerung von vmax verzeichnen, auf einen Wert,
der rund 12 Mal ho¨her als mit NADH ist. Wa¨hrend in diesem System der Km von
NAPH dem des Citrals bei konstantem NAPH entspricht, ist der Km von NADH
sehr hoch. Dieser hohe Bedarf an NADH um auf vmax zu kommen schla¨gt sich
in dem geringen Verha¨ltnis kcat/Km von 5,66 nieder. Damit liegt die katalytische
Eﬃzienz mit NADH um den Faktor 226 unter der von NAPH. Erschwerend kommt
hier dazu, dass NADH diese Werte nur bei sehr hohen Cofaktor-Konzentrationen
erreicht. Diese sollten jedoch in einem industriellen Prozess, aufgrund der hohen
Kosten, vermieden werden. Bei NAPH zeigt sich das umgekehrte Bild, hier tritt
bei hohen Konzentrationen Substratinhibierung ein. Damit liegen die Vorteile von
NAPH gegenu¨ber NADH auf der Hand: Mit NAPH kann die Citral-Reduktion sehr
schnell, bei geringen Cofaktor-Konzentrationen und dennoch hohen Substratkon-
zentrationen durchgefu¨hrt werden. Somit ist NAPH - aus Eﬀektivita¨tsgru¨nden - als
Cofaktor bei der Reduktion von Z-Citral, katalysiert von NCR, der Verwendung
von NADH klar vorzuziehen.
5.3 Enzymkatalysierte Carbenreaktionen
5.3.1 Substratspektrum der E.coli katalysierten Carben-Reaktion
Wie unter 4.3 beschrieben wurden eine Reihe initialer Experimente zum Substrat-
spektrum der katalysierten Carben-Reaktionen durchgefu¨hrt. Die Liste an neuen,
bis zu diesem Zeitpunkt nicht literaturbekannter Substrate, beinhaltet die Anilin-
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Derivate (24a-25a) (A), die aliphatischen Amine 34a und 33a (B), die Phenole
40a und 41a (C) und neben Benzaldehyd (17) die Derivate 35a-38a (D) (siehe
Schema 21).
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Schema 21: Neue Substrate fu¨r die eine Produktbildung mit Ethyldiazoacetat nachge-
wiesen werden konnte; XH-Insertionen mit A Anilin-Derivaten, B aliphatische Ami-
nen, C Phenolen und Carben-Oleﬁnierung mit D Benzaldehyd-Derivaten.
5.3.2 Bewertung der Substrate NH-Insertion nach Hammett
Wie schon bei den Cofaktoren wurde auch hier versucht Vera¨nderungen in der Re-
aktivita¨t durch Variation der Substituenten hervorzurufen. Fu¨r die NH-Insertion
ist Anilin, wie von Arnold et al. gezeigt ein Standard-Substrat. Woo et al. fu¨hrten
eine Analyse der Substituenten-Einﬂu¨sse bei der Eisen-Porphyrin katalysierten
NH-Insertion in dem aprotischen Lo¨sungsmittel Toluol durch. Sie zeigten dass
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elektronenschiebende Substituenten einen beschleunigenden Eﬀekt aufweisen.144
Die Gruppe erstellte einen Hammett-Plot19 und fand die Reaktivita¨t abnehmend
in der Reihe: OCH3 > CH3 > Br ∼ Cl > NO2 > CN. Diese Tendenz ist erwartet
fu¨r eine Reaktion, deren geschwindigkeitsbestimmender Schritt ein nukleophiler
Angriﬀ eines aromatischen Amins an einen elektrophilen Kohlenstoﬀ ist, einzig die
vertauschte Aktivita¨t von NO2 und CN (CN> NO2 wa¨re erwartet) weicht davon ab
und wird aber von den Autoren nicht na¨her erkla¨rt. In wa¨ssrigem Milieu stellt sich
die Situation allerdings anders dar. In der Dissertation von Dr. Stahmer zu Epoxid-
hydrolasen konnte gezeigt werden, dass Amin Substrate mit hoher Nukleophilie in
erheblichem Maße protoniert vorliegen und daher nicht mehr fu¨r die Reaktion zur
Verfu¨gung stehen. Somit erha¨lt man im Hammett Diagramm eine Kurve mit Mi-
nima bei niedrigen und hohen σ und ein lokales Maximum dazwischen. Sie konnte
3-Chloro-4-methoxyanilin 28a in ihrer Arbeit als bestes Nukleophil ausmachen, in
diesem System ist es hingegen 3-Chloro-Anilin 42a (siehe Abbildung 63).145
Abbildung 63: Der Umsatz der katalysierten NH-Insertion fu¨r verschiedene Anilin-
Derivate gegen die Hammett-Konstante σ aufgetragen.
Vor diesem Hintergrund erscheint es erstaunlich, dass die Produktbildung mit den
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nukleophileren aliphatischen Aminen Hexylamin 34 und α-Methylbenzylamin ge-
zeigt werden konnte, im Fall von Hexylamin sogar die doppelte Insertion. U¨ber
die Gru¨nde der unerwartet hohen Reaktivita¨t der aliphatischen Amine liegen noch
keine gesicherten Erkenntnisse vor. Denkbar wa¨re z.B. eine hydrophobe aktive Ta-
sche, die selektiv nur die unprotonierten, neutralen Amine, die im Gleichgewicht
zwar in geringen Mengen aber dennoch vorhanden sind, einla¨sst oder Protonenak-
zeptoren wie Histidin, die das Ammonium-Ion wieder aktivieren.
5.3.3 Carbonyl-Oleﬁnierung
Woo et al. vero¨ﬀentlichten neben der NH-Insertion auch eine weitere spannen-
de Eisen-Porphyrin katalysierte Reaktion: Eine Carbonyl-Oleﬁnierung. In der
entsprechenden Publikation diskutieren sie mo¨gliche Mechanismen und Verglei-
chen einen postulierten Mechanismus mit der Methyltrioxorhenium katalysier-
ten Reaktion (Schema 22 B und D). In Schema 22 sind vier Mechanismen der
Carbonyl-Oleﬁnierung die einen viergliedrigen U¨bergangszustand annehmen ver-
glichen;90,146,147
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Schema 22: Vergleich der Reaktionen A Wittig, B Methyltrioxorhenium, C Tebbe und
D Eisen-Porphyrin
In A ist die Wittig-Reaktion mit einem Phosphoran als Substrat und einem Phos-
phorylid als Zwischenprodukt zu sehen. In B ist die Reaktion mit Methyltrioxor-
henium, das zu einer inaktiven Metall-Oxo-Spezies fu¨hrt, die dann mit Triphe-
nylphosphin regeneriert wird dargestellt. C zeigt die Tebbe-Reaktion, deren Sub-
stratspektrum auf Methylierungen beschra¨nkt ist und ebenfalls zu einer inaktiven
Metall-Oxo-Spezies fu¨hrt und D stellt eine postulierte Eisen-Porphyrin kataly-
sierte Reaktion die theoretisch zu einer Eisen(IV)-Oxo-Spezies fu¨hrte und deren
Regeneration wie bei Methyltrioxorhenium durch Triphenylphosphin stattﬁnden
ko¨nnte dar. Der Umstand, dass die Eisen(IV)-Oxo-Spezies in den Enzymen der
P450-Familie sehr reaktiv ist und schnell weiter reagiert sowie die in der Einlei-
tung beschriebenen Argumente fu¨r eine U¨berfu¨hrung des Carbens in die aktive
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Ylid-Spezies durch die Verwendung von Triphenylphosphin sprechen gegen diesen
Mechanismus. Dennoch ist Produktbildung ohne die Zuge von Triphenylphosphin
messbar und dieser Mechanismus bo¨te eine mo¨gliche Erkla¨rung.
Nachweis der Carbonyl-Oleﬁnierung
Die erfolgreiche Umsetzung von Benzaldehyd und -derivaten (17-44) mit E.coli -
Lysat unter Verwendung von Natriumdithionit und Ethyldiazoacetat ist u¨ber-
raschend und hochgradig spannend. Da in diesem Experiment kein Triphenylphos-
phin verwendet wurde muss von einem anderen Mechanismus ohne Phosphoran-
Zwischenstufe ausgegangen werden. In diesem Zusammenhang scheint der Mecha-
nismus D in Schema 22 eine Option zu sein und die nicht vorhandene Ru¨ckfu¨hrung
des Katalysators ko¨nnte die niedrigen Umsa¨tze erkla¨ren.
5.3.4 Kontrollen und Aufreinigung
Nachdem die Kontrollen (siehe 4.3.2) eindeutig belegten, dass es sich bei dem
neuen Katalysator aus E.coli -Lysat um ein Protein handelt wurde die Identiﬁkati-
onsstrategie (siehe 4.3.3) entsprechend einem Biomoleku¨l gewa¨hlt. Es wurden zwei
Ansa¨tze entwickelt, von denen sich nur einer als erfolgreich erwies. Der erste Ansatz
bestand in der Abtrennung einer großen Menge an Fremdprotein, mit anschließen-
der SDS-PAGE und Sequenzierung der dominanten Banden. Hierbei stellte sich
heraus, dass zum einen Proteine im Lysat vorhanden sind, die so hochfrequent auf-
treten, dass trotz einer guten Aufreinigung die dominanten Banden inaktiv sein
ko¨nnen. Zum anderen zeigte sich, dass das Zielprotein in so geringer Konzentrati-
on vorliegt, dass trotz messbarer Aktivita¨t keine SDS-Bande identiﬁziert werden
kann. Der zweite Ansatz beru¨cksichtigt diese Erkenntnisse und fu¨hrt dank vier
aufeinander folgenden Reinigungsschritten mit anschließender Sequenzierung der
gesamten Fraktion zu mehreren positiven Kandidaten. Der Erfolg dieser Strategie
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ist nicht zuletzt der stetigen Verbesserung der Probenaufbereitung und Analyse ge-
schuldet da durch die Verkleinerung der Gesamtproteinmenge Zielprotein verloren
geht und die Aktivita¨tsmessungen daher kontinuierlich erschwert werden.
5.3.5 Identiﬁkation und Evaluation aktiver Proteine
Aktivita¨t der sequenzierten Proteine
Die erfolgreiche Identiﬁkation der Proteine Katalase HPII (KatE) und Bacte-
rioferritin (Bfr) fu¨r die Reaktionen mit Benzaldehyd zeigt deutlich, dass das
katalytische Potential E.coli -eigener Proteine noch lange nicht ausgescho¨pft ist
– im Gegenteil eher unterscha¨tzt wird. Der konsequente Schluss nach weite-
ren Katalysatoren im E.coli -Genom zu suchen fu¨hrte zu zwei weiteren Ha¨m-
haltigen Proteinen: Stickstoﬀmonoxid Dioxygenase (Hmp) und die hypothetische
Deferrochelatase/Peroxidase (YfeX), die ebenfalls in der Lage sind das Produkt
Zimtsa¨ureethylester zu bilden.
Anwendbarkeit der neuen Katalysatoren
Da die Aktivita¨tstest der Proteinaufreinigung nur mit Benzaldehyd durchgefu¨hrt
wurden, wurde getestet, ob die neu identiﬁzierten Katalysatoren auch fu¨r andere
Carben-Reaktionen geeignet sind. Dazu wurden neben der Carbonyl-Oleﬁnierung
mit Benzaldehyd die NH-Insertion mit α-Methylbenzylamin und die Cyclopropa-
nierung mit Styrol getestet. Ha¨min-Chlorid diente in den Experimenten als Kon-
trolle und lieferte stets die geringste Produktbildung. Es zeigten sich Parallelen der
Reaktivita¨ten der Proteine in den verschiedenen Reaktionen. Bfr und Yfex waren
stets die beiden aktivsten Katalysatoren jedoch war Yfex bei der NH-Insertion
besser und Bfr bei der Carbonyl-Oleﬁnierung. Es gab jedoch auch deutliche Un-
terschiede, wie in der Reaktivia¨t von KatE und Hmp zu sehen ist. Eindeutig geht
aus in diesem Experiment die Mo¨glichkeit hervor, die gefundenen E.coli Proteine
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nicht nur fu¨r die gesuchte Carbonyl-Oleﬁnierung sondern auch weitere Carben-
Reaktionen einzusetzen.
YfeX als Kandidat zur Charakterisierung
Da die literaturbekannte Charakterisierung des Proteins YfeX in weiten Teilen
noch aussteht und die physiologische Rolle noch unbekannt ist, hatte die Erfor-
schung und Charakterisierung dieses hypothetischen Enzyms großes wissenschaft-
liches Interesse und daher Priorita¨t vor den anderen Proteinen.
5.3.6 Charakterisierung der von Yfex katalysierten NH-Insertion mit
α-Methylbenzylamin
Bei der Betrachtung der Substrat-Konzentrationen la¨sst sich oftmals ein starker
Einﬂuss nachweisen, der teilweise auch Ru¨ckschlu¨sse auf die Reaktion an sich
zula¨sst. Die Konzentration an α-Methylbenzylamin hat einen deutlichen Einﬂuss
auf die Produktbildung. Bei geringen Substrat-Konzentrationen wird wenig Pro-
dukt gebildet und die Produktbildung nimmt mit steigender Konzentration zu.
Deutlich ist in diesem System die Substratinhibierung zu erkennen, da bei Kon-
zentrationen > 10 mM die Produktbildung wieder abnimmt. Die Untersuchung
der Reaktionszeit ergab eine maximale Produkt-Konzentration nach 30 Minuten.
Warum im weiteren Verlauf der Reaktion kein weiteres Produkt gebildet wird
ist unklar. Die wahrscheinlichste Erkla¨rung ist die Inaktivierung des katalytischen
Ha¨m-Zentrums. Zur besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen Experimente wur-
de jedoch die Standard-Reaktionszeit von 60 Minuten beibehalten.
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5.3.7 Charakterisierung der von Yfex katalysierten Carbonyl Oleﬁnie-
rung
Im Fall der Yfex katalysierten Carbonyl-Oleﬁnierung zeigt sich eine deutliche und
lineare Abha¨ngigkeit der Produktbildung von der Konzentration des Substrats
Benzaldehyd. Die Verfu¨gbarkeit desselben scheint in wa¨ssriger Lo¨sung nicht opti-
mal zu sein und wird wohl durch ho¨here Konzentrationen verbessert. Die Tatsache,
dass es sich bei der Reaktion um eine zwei-Komponenten-Reaktion handelt, bei
dem zuerst die reaktive Spezies in der aktiven Tasche gebildet werden muss bevor
Benzaldehyd abreagieren kann scheint hierbei keine Rolle zu spielen. Im Gegenteil,
die Annahme Benzaldehyd ko¨nnte die aktive Tasche blockieren und die Bildung
des Carbens verhindern la¨sst sich bei den betrachteten Konzentrationen nicht zei-
gen. Die Beobachtung, dass eine erho¨hte Ethyldiazoacetat Konzentration keine
nennenswerte Verbesserung bringt ist konsistent mit der Theorie, dass die Benz-
aldehyd Verfu¨gbarkeit geschwindigkeitsbestimmend ist. Daher kann davon ausge-
gangen werden, dass das YfeX, sofern es noch nicht inaktiviert wurde, im
”
Carben-
Zustand“ vorliegt. Die Natriumdithionit Konzentration hat den sta¨rksten Einﬂuss
auf die Produktbildung – allerdings im negativen Sinne. Wa¨hrend die geringe Re-
aktivita¨t bei kleinen Konzentrationen auf das fehlende elektrochemische Potential
und dadurch fehlende Reduktion des Eisen (III) zu Eisen (II) zuru¨ckzufu¨hren ist,
ist die geringe Reaktivita¨t bei ho¨heren Konzentrationen durch die aggressive Na-
tur des Reagenz zu erkla¨ren. Denaturierung des Katalysators oder Folgereaktionen
des Produkts ko¨nnen mo¨gliche Ursachen sein. Die Konzentration des Proteins geht
wie erwartet linear in die Produktbildung mit ein, da jeder Katalysator eine ge-
wisse Lebensdauer hat und nur eine gewisse Anzahl an Umsetzungen leisten kann.
Daher fu¨hrt die Verdopplung des Katalysators lediglich zu einer Verdopplung der
maximalen Produktbildung.
143
5.3 Enzymkatalysierte Carbenreaktionen
5.3.8 Mechanistische Betrachtungen der Protein katalysierten
Carbonyl-Oleﬁnierung
Mit der Wechselzahl (engl. Turnover number, TON) wird die Anzahl der er-
folgreichen katalytischen Zyklen eines Katalysators angegeben. Diese ist bei der
Carbonyl-Oleﬁnierung unter Verwendung von Proteinen bisher < 1. Daher stellt
sich die Frage ob Katalyse vorliegt.
Da die vorhandene Aktivita¨t durch viele Experimente und Kontrollen auf das Vor-
handensein eines Ha¨m-haltigen Proteins zuru¨ckgefu¨hrt werden konnte und durch
die Identiﬁkation weiterer aktiver Ha¨m-Proteine besta¨tigt wurde ist nun die Rolle
derselben in der Reaktion zu kla¨ren. An dieser Stelle ist nochmals anzufu¨hren, dass
in den verwendeten Konzentrationen Ha¨min-Chlorid kaum Reaktivita¨t zeigte. Erst
die Erho¨hung der Ha¨m-Konzentration um den Faktor 5 auf 100 μM lieferte mit
den Proteinen vergleichbare Aktivita¨t. Es ist daher naheliegend, dass die Protei-
numgebung eine entscheidende Rolle bei der neuen Reaktivita¨t spielt. Ein weiterer
interessanter Punkt ist das E/Z-Verha¨ltnis der entstehenden Produkte. Die Wit-
tig Reaktion liefert mit stabilen Yliden – und darum handelt es sich bei dem in
der Reaktion unter Verwendung von Triphenylphosphin und EDA entstehenden
Ylid – einen starken E-U¨berschuss. Woo et al. zeigte in ihrem System mit den
selben Substraten unter Verwendung von Triphenylphosphin ein E/Z-Verha¨ltnis
von > 30:1.92 In den Protein-katalysierten Reaktionen entstehen die Produkte in
einem Verha¨ltnis von 2:1 - 5:1. Diese Verschiebung ko¨nnte auf wenig Platz in der
aktiven Tasche des Proteins und daraus resultierenden Abstoßungen der Reste, an-
gedeutet in Schema 23 durch die roten Halbkreise, zuru¨ckzufu¨hren sein. Wa¨hrend
sich bei der Reaktion mit dem Phosphoran 45, bei der Reaktion von Woo et al.
wird wie bei der Wittig Reaktion dieses Intermediat gebildet, die Reste frei mit
der minimalen Abstoßung ausrichten ko¨nnen wird in enzymatischen Reaktionen
oft das unvorteilhafte Produkt aufgrund von sterischen Hinderungen in der aktiven
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Schema 23: Vergleich der Triphenylphosphin beinhaltenden (A) und der Eisen-
Porphyrin katalysierten (D) Carbonyl-Oleﬁnierung.
Es ko¨nnen dennoch Gru¨nde fu¨r eine TON < 1 bei trotzdem vorhandener kataly-
tischer Aktivita¨t angefu¨hrt werden. Aufgrund fehlender Referenzdaten bezu¨glich
des Extinktionskoeﬃzienten  von YfeX nicht kann bewiesen werden, dass jedes
eingesetzte Protein ein Ha¨m tra¨gt. Ein
”
leeres“ Proteingeru¨st za¨hlte demnach zu
der TON ohne aktiv sein zu ko¨nnen. Entscheidend fu¨r die enzymatische Akti-
vita¨t ist weiterhin die Expression, da Enzyme inaktiv exprimiert werden ko¨nnen.
Trotz sichtbarer Lo¨slichkeit sind Fehlfaltungen und die daraus resultierende Inak-
tivita¨t denkbar und durch ein geeignetes Expressionssystem zu verhindern. Solche
fehlgefalteten Proteine sind ebenso wie diese die kein Ha¨m tragen mittels Prote-
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inbestimmung zu messen und verfa¨lschen die TON. Im letzten Punkt ist darauf
hinzuweisen, dass es sich hierbei um ein Wildtyp-Protein ohne bekannte Funktion
handelt. Da Carben-Vorstufen wie in der Form Ethyldiazoacetat nicht in der Natur
auftauchen kann davon ausgegangen werden, dass die messbare Aktivita¨t promis-
kuitiver Natur ist und daher mit Enzyme-Engineering deutlich optimiert werden
kann. Alle diese Punkte zeigen, dass es sich hier um ein Protein mit großem Po-
tential handelt, das lediglich noch nicht ausgescho¨pft wird. Da es sich allerdings
wie im Fall des Methyltrioxorheniums um eine Inaktivierung des Metalls handeln
ko¨nnte wurde zusa¨tzlich die Reaktion mit Triphenylphosphin evaluiert.
5.3.9 Vergleich potentieller Katalysatoren der Triphenylphosphin
beinhaltenden Carbonyl-Oleﬁnierung
Die unter 5.3.7 diskutierten Aspekte der Katalysator Inaktivierung und die dar-
aus folgende Verwendung von Triphenylphosphin zur Wiederherstellung der ak-
tiven Spezies fu¨hrte bei gleichbleibenden Bedingungen mit yfeX zu einer TON
von 8. Zum Vergleich wurde P450 BM3 getestet wobei nur eine TON von 0,5
gemessen wurde. Die Verwendung von Ha¨minchlorid sowie die Verwendung von
Ha¨minchlorid in Kombination mit Histidin fu¨hrte nur zu Spuren des Produkts.
Dieses Ergebnis zeigt ganz deutlich wie essentiell die Proteinumgebung und nicht
nur der Histidin-Ligand fu¨r die Reaktion in Wasser ist, zumal die Reaktion mit
Ha¨min alleine in organischen Lo¨sungsmitteln beschrieben ist. Die Negativkontrolle
H215A bei der das Ha¨m-Koordinierende Histidin gegen Alanin getauscht wurde
zeigte keine Aktivita¨t. Allerdings bleibt auch hier, wie schon zuvor diskutiert, die
Frage ob durch den vera¨nderten Liganden das elektronisches Potential des Ei-
sens zu dessen Inaktivita¨t verschoben, die Geometrie der aktiven Tasche zur Un-
zuga¨nglichkeit vera¨ndert oder durch den fehlenden Liganden kein Ha¨m-Zentrum
gebunden werden konnte. Deﬁnitiv kann jedoch gesagt werden, dass das Protein-
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geru¨st von yfeX zusammen mit einem Eisen-Porphyrin die Katalyse bewerkstel-
ligt sofern Triphenylphosphin vorhanden ist. Damit ist dies die erste enzymatisch
katalysierte Triphenylphosphin beinhaltenden Carbonyl-Oleﬁnierung in wa¨ssriger
Lo¨sung. Daru¨ber hinaus ist der verwendete Katalysator ein E.coli eigenes, unmo-
diﬁziertes Protein mit hypothetischer/promiskuitiver Aktivita¨t.
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6 Zusammenfassung
Die zu Beginn dieser Arbeit aufgeworfene Frage, ob eine chemische Herangehens-
weise an biochemische Reaktionen Potential zur Optimierung bietet, wurde anhand
von drei Fallbeispielen untersucht.
Die Peroxidasen-katalysierte Reaktion von Rifamycin B zu Rifamaycin S wurde
unter dem Gesichtspunkt der Eﬃzienz betrachtet. Gegenu¨ber der derzeitigen in-
dustriellen Darstellung von Rifamycin S bietet die biochemische Eintopf-Synthese
die Mo¨glichkeit auf chlorierte Lo¨sungsmittel zu verzichten und fu¨hrt daher zu
einem nachhaltigeren Prozess. Dennoch zeigte sich eine weitere Chance zur Op-
timierung. Die chemische Analyse der Reaktion – losgelo¨st von der notwendigen
Anwendung der Biologie – oﬀenbarte, dass die biochemische Komponente nur ein
substituierbares Oxidans war. Eine eingehende Untersuchung alternativer, anorga-
nischer Oxidationsmittel fu¨hrte zu einem System, in dem Ammoniumperoxodisul-
fat bei vergleichbarer Raum-Zeit-Ausbeute wie im derzeitigen industriellen Pro-
zess eingesetzt werden kann, unter Beibehaltung des nachhaltigen Verzichts auf
chlorierte Lo¨sungsmittel. Die unter Beru¨cksichtigung des Reaktionsmechanismus
durchgefu¨hrte Reaktion in reinem Methanol ist ein weiteres Beispiel fu¨r die er-
folgreiche Anwendung chemischer Prinzipien. Damit konnte ein Prozess entwickelt
werden, der die hohe Lo¨slichkeit der Rifamycine in Methanol nutzt und dadurch
die Raum-Zeit-Ausbeute um den Faktor 574 steigern konnte. Die aus diesen Un-
tersuchungen hervorgehenden Prozesse haben beide das Potential zur industriellen
Anwendung. Wa¨hrend Prozess 1 direkt mit allen Vorteilen in bestehende Rifamy-
cin S Syntheseanlagen integriert werden kann, ist fu¨r Prozess 2 ein zusa¨tzlicher
apparativer Aufwand no¨tig, der aber durch die erhebliche gesteigerte Eﬃzienz ge-
rechtfertigt wird.
Im der zweiten Fallstudie wurden biochemische Reduktionsreaktionen und die Be-
reitstellung der dafu¨r beno¨tigten Reduktionsa¨quivante untersucht. Biochemische
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Reduktionen unter Verwendung von Enzymen stellen eine nachhaltigere Alterna-
tive zu den in der Chemie u¨blichen Edelmetall-Katalysatoren dar. Die Optimie-
rungen der biokatalytischen Reaktionen laufen dabei vornehmlich u¨ber die Modiﬁ-
kation des Proteingeru¨stes oder u¨ber Anpassungen des Reaktionssystems ab. Aus
chemischer Sicht sind allerdings auch die verwendeten – und oft zu bloßen Hydrid-
Donoren degradierten – Nicotinamid-Cofaktoren Stellschrauben zur Optimierung
der Reaktionen. Dabei wurden bisher die Cofaktoren im Hinblick auf ihre Gro¨ße
und ihren sterischen Anspruch im Enzym untersucht. Eine Studie des Einﬂusses
unterschiedlicher Substituenten am Heteroaromaten bezu¨glich der elektronischen
Verha¨ltnisse liegt bisher nicht vor. Deshalb wurden chemisch vera¨nderte Analo-
ga zu NADH synthetisiert, ihre Oxidationspotentiale mittels Cyclovoltammetrie
gemessen und anschließend mit den Susbtituenteneﬀekten nach Hammett vergli-
chen. Dabei wurde ein linearer Zusammenhang festgestellt. Bei der Untersuchung
verschiedener Enzymklassen und ihrer Fa¨higkeit die synthetischen Cofaktoren als
Reduktionsa¨quivalent zu nutzen stellte sich eine signiﬁkante Abha¨ngikeit von der
prosthetischen Flavin-Gruppe heraus. In Abwesenheit eines Flavins waren die syn-
thetischen Cofaktoren inaktiv konnten jedoch in Anwesenheit eines Flavins als
Hydrid-Donoren fungieren. Eine detailierte Untersuchung von vier Substraten mit
vier verschiedenenen En-Reduktasen zeigte einer breite Anwendbarkeit der synthe-
tischen Cofaktoren. Daru¨ber hinaus zeigten sich bei der Verwendung von NAPH,
bei dem das Adenin-Dinukleotid durch den schiebenden 4-Hydroxy-phenlyrest sub-
stituiert wurde, mit NCR deutlich bessere Umsa¨tze als mit NADH. Die kinetische
Untersuchung der Reduktion von Z-Citral mit NCR zeigte im direkten Vergleich
von NADH und NAPH eine deutlich eﬃzientere Reaktion fu¨r NAPH. Somit konnte
durch die chemische Herangehensweise eine neue Komponente der Reaktionsopti-
mierung erschlossen werden.
Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die chemische Herangehensweise auf die Grund-
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lagenforschung angewendet. Hierfu¨r wurden enzymatisch katalysierte Carbenreak-
tionen untersucht. Bei der NH-Insertion wurde das Substratspektrum durch Varia-
tion der Substituenten sowie ganzer Substanzklassen deutlich erweitert und dabei
Aktivita¨t mit E.coli -Lysat festgestellt. Eine Proteinaufreinigung mittels verschie-
dener chromatographischer Methoden fu¨hrte zu einem Set an neuen, fu¨r diese
Reaktion bisher nicht beschriebenen, E.coli -eigenen, katalytisch aktiven Protei-
nen. Eine gemeinsame Eigenschaft der gefundenen Proteine war das Vorhanden-
sein eines Ha¨m-Zentrums. Daraufhin wurden weitere Ha¨m-haltige Enzyme aus
dem Genom von E.coli untersucht und dadurch weitere Biokatalysatoren identiﬁ-
ziert. Auch bei diesem Projekt wurde eine Analyse des Reaktionsmechanismus aus
chemischer Sicht durchgefu¨hrt. Die daraus hervorgehende Hypothese, dass die bei
der Reaktion entstehende Carben-Zwischenstufe mit Aldehyden Reagieren ko¨nnte,
wurde fu¨r Benzaldehyd und dessen Halogen-Derivate veriﬁziert. Diese neue, bisher
nur unter Verwendung von Triphenylphosphin bekannte Reaktion der Carbonyl-
Oleﬁnierung wurde ebenfalls fu¨r die E.coli -eigenen Proteinen gezeigt. Damit wurde
eine biologische, Wittig-analoge Reaktion endeckt. Die Implikationen fu¨r die groß-
technische Carotinsynthese sind noch zu evaluieren.
Zusammenfassend kann gesagt werdem, dass die eingangs beschriebene chemi-
sche Herangehensweise in den verschiedensten Stadien biochemischer Prozesse eine
sinnvolle Erga¨nzung zu der biologischen Optimierung darstellen kann. Eine Erwei-
terung der Freiheitsgrade ermo¨glicht stets das Wachstum neuer Ideen und kann
der Grundstein zu weiteren bahnbrechenden Endeckungen sein.
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